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Zusammenfassung

Kokain ist eine seit langem Dbekannte Suchtdroge mit einem hohen
Missbrauchspotential. Zu den akuten Verhaltenseffekten von Kokain gehort die
Induzierung von Hyperaktivitat. Obwohl Kokain bereits seit langer Zeit untersucht
wird, ist das Verstandnis der neurochemischen Prozesse im Gehirn, die den akuten
Verhaltenseffekten zugrunde liegen, bisher nur unzureichend. Lange Zeit galt ein
Anstieg der extrazellularen Dopamin (DA)-Konzentration im Nucleus accumbens
(Nac) als kausaler neurochemischer Mechanismus fir die Verhaltenseffekte von
Kokain. Neuere Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass die Effekte von Kokain
im dopaminergen System fiur eine Erklarung der Verhaltenseffekte nicht ausreichend
sind. Zusatzlich sind noch die Effekte von Kokain im serotonergen (5-HT) System
mitverantwortlich. Innerhalb des serotonergen Systems spielt der 5-HT;a-Rezeptor
eine  wichtige Rolle. Serotonima-Rezeptoren  regulieren  einerseits  als
somatodendritische  Autorezeptoren an serotonergen Neuronen deren
Feuerfrequenz, andererseits als postsynaptische Rezeptoren in serotonergen
Terminalgebieten die Aktivitat anderer Neurone. In dieser Arbeit sollte die Rolle des
5-HT1a-Rezeptors bei den akuten neurochemischen- und Verhaltenseffekten von
Kokain untersucht werden. Um die Effekte einer pharmakologischen Manipulation
des 5-HTia-Rezeptors auf die extrazellulare DA- bzw. 5-HT-Konzentration und die
Verhaltensaktivitdt parallel messen zu konnen, wurde in allen Experimenten die
Methode der in-vivo Mikrodialyse an der frei beweglichen Ratte verwendet. Die dabei
gewonnenen  Mikrodialyse Proben wurden dann mittels hochauflésender
Flissigkeitschromatographie gekoppelt mit elektrochemischer Detektion (HPLC-EC)
untersucht.

Verschiedene Studien haben bereits gezeigt, dass die pharmakologische Blockade
des 5HTia-Rezeptors mittels WAY100635 zu einer Inhibition der Kokain-induzierten
Hyperaktivitat fohrt. Der neurochemische Mechanismus, der dieser Inhibition
zugrunde lag, war aber bisher unklar. Die Ergebnisse von Experiment | zeigten, dass
die pharmakologische Blockade des 5-HTia-Rezeptors zu einer deutlich
verminderten Hyperlokomotion nach Kokain fihrt. Der Anstieg der extrazellularen
DA-Konzentration im Nac war jedoch nicht verandert. Die Blockade des 5-HTia-
Rezeptors fiuhrte zwar zu einem Anstieg im Putzverhalten, hatte aber keinen Einfluss

auf die spontane Lokomotion oder die basale DA-Konzentration im Nac. Aus diesen



Ergebnissen wurde geschlussfolgert, dass ein Anstieg der DA-Konzentration im Nac
nach Kokain moglicherweise eine notwendige, aber keine hinreichende Bedingung
fir die Expression von Hyperlokomotion ist. Weiterhin wurde geschlussfolgert, dass
der 5-HTia-Rezeptor unter Ruhebedingungen weder an der Regulierung der
spontanen Lokomotion noch an der Regulierung der DA-Aktivitat im Nac beteiligt ist.
Mit dem 5-HT1a-Rezeptor wurde eine wichtige Komponente des serotonergen
Systems manipuliert. Daher erschien es wahrscheinlich, dass der Anstieg der 5-HT-
Konzentration nach Kokain im Nac und/oder in anderen, fur die Induktion von
Lokomotion relevanten Hirnstrukturen veradndert war. In Experiment 1l konnte
daraufhin gezeigt werden, dass der 5-HT;a-Rezeptor Antagonismus zu einer
Inhibierung der Kokain-induzierten Hyperaktivitat und parallel zu einer Potenzierung
des 5-HT- Anstiegs im Nac und im Hippocampus fuhrt. Der Hippocampus ist ein
wichtiger Eingang in den Nac, der zum einen ebenfalls einer starken serotonergen
Innervierung unterliegt und der zum anderen Uber die Projektion zum Nac an der
Induktion spontaner lokomotorischer Aktivitat beteiligt ist. Aus diesen Ergebnissen
wurde abgeleitet, dass der Anstieg der 5-HT-Konzentration im Nac und im
Hippocampus moglicherweise ein limitierender Faktor bei der neurochemischen
Mediierung der akuten Kokain-induzierten Hyperlokomotion ist. Um diese Hypothese
zu testen, wurden in Experiment Il die Effekte pharmakologischer 5HT1a-Rezeptor
Stimulierung mittels 8-OH-DPAT auf Kokain-induziertes Verhalten und die 5-HT-
Konzentration im Nac und Hippocampus untersucht. Dabei wurde gefunden, dass
5-HT;a-Rezeptor Agonismus die Kokain-induzierte Hyperlokomotion potenziert,
wobei der Anstieg der 5-HT-Konzentration im Nac und Hippocampus deutlich
abgeschwacht war. Diese Befunde unterstiitzen die Annahme einer limitierenden
Rolle des 5-HT-Anstiegs im Nac und Hippocampus bei den akuten
Verhaltenseffekten von Kokain. Die pharmakologische Blockade des 5-HTia-
Rezeptors allein fuhrte zu einem kurzzeitigen Anstieg der Lokomotion und tendenziell
zu einem Abfall der 5HT-Konzentration in beiden Hirnstrukturen, was fir eine Rolle
des 5-HTia-Rezeptors bei der Regulierung der basalen 5HT-Konzentration spricht.
Die Beteiligung des Nac an der neurochemischen Mediierung der Verhaltenseffekte
von Kokain gilt als erwiesen. Unklar war bisher jedoch, inwieweit der Hippocampus,
eine haufig mit Lernen und Gedéachtnis assoziierte Struktur, ebenfalls an der
Organisation der Verhaltenseffekte von Kokain beteiligt ist. In Experiment Il konnte

erstmals nachgewiesen werden, dass Kokain zu einem Anstieg der 5-HT-



Konzentration im Hioppocampus fuhrt. Zudem weist der Hippocampus im Gegensatz
zum Nac eine sehr hohe 5HT1a-Rezeptordichte auf. In Experiment IV sollte deshalb
untersucht werden, welche Rolle speziell die hippocampalen 5HTia-Rezeptoren bei
den akuten neurochemischen- und Verhaltenseffekten von Kokain spielen. Mittels
reverser Dialyse wurden selektiv hippocampale 5-HTia-Rezeptoren aktiviert. Es
konnte gezeigt werden, dass hippocampaler 5-HTia-Rezeptor Agonismus zu einer
Abschwachung der Hyperlokomotion nach Kokain fihrt. Gleichzeitig wurde ein
ebenfalls abgeschwachter 5HT-Anstieg im Hippocampus, nicht aber im Nac, nach
Kokain beobachtet. Diese Ergebnisse sprechen fir eine inhibitorische Rolle
hippocampaler 5-HT1a-Rezeptoren und damit fur eine Beteiligung des Hippocampus
an den akuten Verhaltenseffekten von Kokain. Zudem konnte gezeigt werden, dass
hippocampale 5-HT1a-Rezeptoren ebenfalls inhibitorisch auf den Kokain-induzierten
Anstieg der 5-HT-Konzentration im Hippocampus wirken. Die Beobachtung, dass
hippocampale und systemische 5-HTia-Rezeptor Aktivierung die Kokain-induzierte
Hyperlokomotion in unterschiedliche Richtungen beeinflusst, legt die Vermutung
nahe, dass verschiedene 5HTia-Rezeptor Populationen im Gehirn unterschiedliche
und zum Teil sogar entgegengesetzte Rollen bei den akuten Verhaltenseffekten von
Kokain spielen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass die akuten Verhaltenseffekte von
Kokain durch Blockade und Aktivierung des 5HTia-Rezeptors in entgegengesetzte
Richtungen manipuliert werden konnen. Die pharmakologische Manipulation der
akuten Verhaltenseffekte von Kokain wird dabei nicht durch eine veranderte DA-
Antwort im Nac vermittelt, sondern geht mit einer potenzierten oder abgeschwéachten
5-HT-Antwort im Nac und im Hippocampus einher. Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass 5HTia-Rezeptoren im Hippocampus die akuten Verhaltenseffekte von
Kokain limitieren und an der Regulierung des lokalen 5-HT-Anstiegs nach Kokain

beteiligt sind.
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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Kokain

1.1.1 Einfuhrende Bemerkungen

Kokain, ein weil3es, kristallines Pulver mit bitterem Geschmack, ist das Hauptalkaloid
von Erythroxylon coca, einer Pflanze, die in den Anden und in der nordwestlichen
Amazonas-Region wachst (Ehleringer et al., 2000). Die Pflanze wird in diesen
Regionen bereits seit der Antike kultiviert. Je nach Anbaugebiet werden die Blatter
mit Lehm oder Asche gekaut bzw. pulverisiert und zusammen mit anderen
alkalischen Substanzen geschluckt (Johanson & Fischman, 1989). Obwohl die
Wirkung der Koka-Blatter seit der Eroberung Stidamerikas durch die Spanier bekannt
war, ist Kokain in Europa erst seit etwas mehr als 100 Jahren im Gebrauch. Es
wurde 1855 von dem deutschen Chemiker Niemann aus der Pflanze isoliert und
stand seitdem auch systematischer wissenschaftlicher Erforschung zur Verfliigung.
Siegmund Freud, der Kokain als Medikament gegen Asthma, Verdauungsstérungen,
als Aphrodisiakum und gegen Alkohol- und Morphiumabhangigkeit empfahl, konnte
als erster dessen Wirkung als Stimulans des Zentralnervensystems (ZNS)
nachweisen (Freud, 1884). Aufgrund des hohen Missbrauchspotentials und seiner
Toxizitat in hoheren Dosen wurde es aber wenig spater verboten (Johanson &
Fischman, 1989). Kokain gilt heute als Suchtdroge mit hohem Missbrauchspotential,
die bei langerer Einnahme zu schweren gesundheitlichen Schaden fir den
Einzelnen, aber auch zu weitreichenden sozialen, gesellschaftlichen und
okonomischen Schaden fuhren kann (Martin, 1977; Altman et al., 1996). Kokainsucht
ist nach DSM-IV als psychiatrische Erkrankung klassifiziert, fur die es bislang nur
unzureichende pharmakologische- oder Verhaltenstherapien gibt. Die Erforschung
der Verhaltenseffekte von Kokain und der ihnen zugrunde liegenden
neurochemischen Mechanismen im ZNS sind eine wichtige Voraussetzung fir ein
besseres Verstandnis der physiologischen Prozesse, die der Kokainsucht zugrunde
liegen. Zugleich sind sie aber auch die Basis fur die Entwicklung besserer

TherapiemalRnahmen (LeSage et al., 1999).
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Einleitung

1.1.2 Applikationsformen und Konsummuster von Kokain

-Kokain“ bezeichnet zumeist Kokain-Hydrochlorid, das Chlor-Salz der in Koka-
Blattern vorkommenden Kokain-Base. Alle weiteren Verwendungen dieses Begriffes
werden sich darauf beziehen. Menschen nehmen Kokain zumeist in Pulverform
intranasal (i.n.), intravends (i.v.) oder oral auf. Da Kokain nicht thermostabil ist,
kommt es bei der Verbrennung, z.B. in einer Zigarette, zur Zerstdérung der Substanz.
Kokain kann aber mittels einfacher chemischer Prozesse in die freie Base Uberfuhrt
werden, die je nach Herstellungsverfahren als ,Crack® oder auch ,Freebase® bekannt
ist. Die freie Kokain-Base ist thermostabil, was das Rauchen der Substanz erlaubt
(fur eine Ubersicht siehe: Iten 1994).

Kokain-Missbrauch beim Menschen kann in ,Freizeitgebrauch* und Kokainsucht
unterteilt werden, wobei sich die Folgen des jeweiligen Kokain-Konsums fir den
Einzelnen, seine unmittelbare Umwelt, aber auch die Gesellschaft sehr stark
unterscheiden. Freizeit- oder auch Gelegenheitskonsumenten nehmen in grof3eren
zeitlichen Abstanden von Tagen bis Wochen kleinere Mengen Kokain zu sich, wobei
die intranasale Applikation tUberwiegt. Eine Vielzahl von Freizeitkonsumenten findet
sich dabei in gesellschaftlichen Gruppierungen, die Clubs und Events besuchen und
dort Kokain intranasal konsumieren. Sie gehdren in der Regel nicht sozialen
Randgruppen, wie obdachlosen Jugendlichen oder Prostituierten, an (EBDD, 2001).
Der Freizeitkonsum von Kokain gilt allgemein als kontrollierbar. Es treten keine oder
nur milde Entzugssymptome auf. Von europédischen Gesundheitsdiensten werden
nur selten gesundheitliche Beschwerden oder Todesfalle im Zusammenhang mit
einem gelegentlichen Kokain-Konsum berichtet. Freizeitkonsumenten sind meistens
selbst in der Lage, den Kokain-Konsum zu beenden. Griunde fir einen Abbruch der
Einnahme kdnnen zu hohe Kosten, limitierte Verflgbarkeit, Libido-Verlust, aber auch
zerstorte Nasenschleimhaute und andere Nebeneffekte sein (Gawin, 1991). Hinzu
kommt, dass viele Personen, die sich Kokain zum ersten Mal selbst applizieren,
keine Euphorie empfinden, sondern starke Angstgefiihle und Dysphorie (Post et al.,
1974). Haufig wird in solchen Fallen von einer weiteren Einnahme abgesehen.
Schatzungen gehen davon aus, dass nur etwa 10-15% der intranasalen
Initialkonsumenten auch spéater eine Kokain-Abhangigkeit entwickeln (Gawin, 1991).
Welche Faktoren zum Ubergang vom Kokain-Freizeitkonsum zur Kokainsucht
fihren, ist gegenwartig noch unklar. Bisher gibt es roch keine gesicherten Befunde,

die einen bestimmten Personlichkeitstyp fur die Entwicklung von Kokainsucht
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Einleitung

identifiziert haben. Generell nimmt man jedoch an, dass bei besonders
risikofreudigen und impulsiven Personlichkeitstypen mit schlechten
Entscheidungsfahigkeiten das Risiko einer Entwicklung von Drogenabhangigkeit
erhoht ist (Altman et al., 1996). Tierexperimentelle Studien haben gezeigt, dass
Ratten, die mit hoher explorativer Aktivitat auf eine neue Umgebung reagieren, sich
auch mehr Psychostimulantien selbst verabreichen und auch starker darauf
reagieren als Ratten, die in einer neuen Umgebung weniger aktiv waren (Hooks et
al.,, 1991; Dellu et al., 1996). Zahlreiche Befunde weisen auf einen Zusammenhang
zwischen Neuigkeitssuche/Erregungssuche und einem erhéhten Risiko flr
Drogenmissbrauch auch beim Menschen hin Bardo et al., 1996; Zuckerman, 1996).
Es gilt ebenfalls als gesichert, dass Personen mit pramorbid psychischen Stérungen,
wie Angsten oder depressiven Verstimmungen, besonders anfallig fir einen
Kontrollverlust bei Drogenkonsum sind (Altman et al., 1996; Robbins & Everitt, 1999).

Der Ubergang vom Freizeitkonsumenten zum Kokain-Stichtigen vollzieht sich meist
Uber 24 Jahre, wobei die eingenommene Dosis stetig erhéht wird Gawin, 1991).
Haufig wechselt die Applikationsform von intranasal zu intravends oder zum
Rauchen von ,Crack” oder ,Freebase”. Der exzessive Kokain-Konsum bei Stichtigen
folgt zumeist einem bestimmten Muster, das auch als ,Binge-Taking“ bezeichnet wird
(Gawin, 1991). Beim Binge-Taking wird Kokain so lange in kurzen Abstanden von 10
bis 30 Minuten selbst verabreicht, bis kein Kokain unmittelbar mehr verfugbar ist
(Gawin, 1991). In Tierversuchen, in denen sich Ratten durch Hebeldriicken Kokain
selbst verabreichen konnten, wurde bei unbegrenzter Verfugbarkeit von Kokain
ebenfalls die Ausbildung von Binge-Taking beobachtet. Perioden der
Selbstverabreichung alternierten mit Perioden der Abstinenz &hnlich wie beim
Menschen (Gardner, 1997). Tiere verabreichten sich Kokain in kurzen Abstanden
selber und waren bereit, hohe Leistungen (Hebeldricke) fur die nachste Kokain-
Injektion zu erbringen. Bei unbegrenztem Zugang fuhrte die Kokain-
Selbstverabreichung bei Ratten haufig zum Tod durch Uberdosierung innerhalb von
14 Tagen, verursacht durch einen kardiopulmonaren Kollaps (Johanson & Fischman,
1989). Beim Menschen, bei dem in der Regel die unmittelbare Verfiigbarkeit von
Kokain begrenzt ist, wird wahrend einer ,Binge-Phase”, aufgrund der Entwicklung
akuter Toleranz gegenuber den euphorischen und physiologischen Effekten
(Fischman et al., 1985; Foltin & Fischman, 1991), die Dosis kontinuierlich gesteigert.

Wahrend einer Binge-Phase treten Phasen extremer Euphorie auf. Alle Gedanken
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sind nur noch auf Kokain fixiert. Alle bisher bekannten nattrlichen Verstarker, wie
Nahrung, soziale Kontakte oder Geld, verlieren fast komplett an Bedeutung. Eine
solche Binge-Phase dauert zwischen 4 und 24 Stunden. Bei Kokain-Abhangigkeit
werden 1-7 Binge-Phasen pro Woche berichtet, wobei zwischen einzelnen Binge-
Phasen mehrere Tage Abstinenz liegen konnen Gawin, 1991). Wahrend dieser Zeit
nimmt das Verlangen nach Kokain (engl.: craving) kontinuierlich zu, was zu erneutem
Binge-Taking fuhrt (Gardner & Lowinson, 1993). Bei vdlliger Abstinenz, d.h. nicht
Wiederaufnahme  des  Binge-Taking, folgen lang anhaltende schwere
Entzugssymptome (Gawin & Kleber, 1986). Das erneute Einsetzen von Binge-Taking
geschieht deshalb bei Kokain-Sichtigen nicht nur, um die Euphorie wahrend einer
Binge-Phase wiederzuerlangen, sondern auch, um die starke Dysphorie und
Anhedonie, die darauf folgt, zu vermeiden (Koob et al.,, 1998). Todesfalle und
gesundheitliche Komplikationen gehen zumeist auf dieses Einnahmemuster

verbunden mit dem Mischkonsum anderer Drogen zurtick (Kraus et al., 2001).

1.1.3 Pharmakologie und Metabolismus von Kokain

Kokain ist gut wasser- und fettloslich. In Abhangigkeit von der Applikationsform
werden Peak-Plasamalevel innerhalb von 12 Minuten nach intraventser Einnahme
oder nach Rauchen bzw. innerhalb von 30 Minuten nach intranasaler oder oraler
Gabe erreicht (fir einen Uberblick siehe: Iten, 1994). Geraucht wird Kokain sehr
effizient absorbiert, wobei der zeitliche Verlauf der Plasmakonzentration zwischen
intravenoser Gabe und Rauchen nicht unterschieden werden kann. Generell sind der
zeitliche Verlauf der Kokain-Plasmakonzentration und die maximale Kokain-
Plasmakonzentration dosisabhéngig.

Aufgrund seiner guten Fettldslichkeit kann Kokain leicht Membranbarrieren, wie die
Blut-Hirn-Schranke, passieren und so schnell ins Hirn gelangen. Kokain reichert sich
schnell im Gehirn an. Barbieri und Mitarbeiter (1992) fanden bei Ratten 20 Minuten
nach intraventser Gabe ein Konzentrationsverhaltnis Cerebrospinlafliissigkeit zu
Plasma von 1.6 bis 1.9 in Abhéangigkeit von der verabreichten Konzentration. Im
Gehirn bindet Kokain mit unterschiedlicher Affinitdt am Dopamin- (DAT), Serotonin-
(SERT) und am Noradrenalintransporter (NAT; Koe, 1976; Ritz et al., 1990).
Calligaro und Eldefrawi (1987) konnten im Rattenhirn hoch affine und niedrig affine

Bindungsstellen fir Kokain identifizieren, wobei die starkste Kokain-Bindung im

15



Einleitung

Striatum beobachtet wurde. Das Striatum wies zudem das hdchste Verhdltnis von
hoch affinen zu niedrig affinen Bindungsstellen auf. Eine erhOohte Kokain-Bindung im
Striatum konnte auch in Positronen Emissions Tomographie (PET)-Studien bei
Baboons und Menschen bestatigt werden (Fowler et al., 1989). Insbesondere das
ventrale Striatum umfasst mit dem Nucleus accumbens (Nac) ein Hirngebiet, das
nicht nur stark serotonerg, dopaminerg und noradrenerg innerviert Pennartz et al.,
1994), sondern auch als essentielle Struktur fur die Mediierung zahlreicher Effekte
von Suchtdrogen auf das Verhalten angesehen wird (Gardner, 1997; Wise, 1998;
McBride et al., 1999).

Kokain wird im Plasma und in der Leber metabolisiert (Stewart et al., 1979; Bosron et
al., 1997), wobei bisher noch unklar ist, ob Kokain auch im Gehirn abgebaut wird.
Zum einen wird Kokain durch spontane Hydrolyse zu Benzoylecgonin (BZE) und zum
anderen durch Cholinesterasen zu Ecgonin-methylesther (EME) umgesetzt (Stewart
et al.,, 1977, 1979; Isenschmidt et al., 1989). Die beiden Hauptmetaboliten BZE und
EME entstehen dabei in etwa gleichen Mengen (Jones, 1997). Neben den
Hauptmetaboliten BZE und EME entstehen auch noch kleinere Mengen Ecgonin und
Norkokain und verschiedene weitere Hydroxylierungsprodukte (Johanson &
Fischman, 1989). Alle Kokain Metaboliten sind gut wasserldslich, aber schlechter
fettloslich als Kokain. Verschiedene Studien haben zudem gezeigt, dass BZE sich
nicht nur im Gehirn anreichert (Barbieri et al.,, 1992), sondern auch selbst
physiologische Effekte haben kann (Madden et al., 1995; Schuelke et al., 1996).

Kokain und seine Metaboliten werden utber Urin und Schweild ausgeschieden bzw.
lagern sich in Haaren und Fingernageln ein (Joseph et al.,, 1999). Etwa 1-5% des
eingenommenen Kokains werden unverdndert wieder ausgeschieden, jeweils etwa

45% werden zu BZE oder EME metabolisiert und ausgeschieden (Jones, 1997).

1.1.4 Akuteffekte von Kokain

Unter Akuteffekten sollen die Effekte von Kokain im naiven Organismus betrachtet
werden, d.h. bei Menschen bzw. Tieren ohne Kokain-Vorerfahrungen, die unmittelbar

nach einmaliger Applikation zu beobachten sind.
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1.1.4.1 Akute physiologische Effekte von Kokain

Kokain fuhrt akut zu einem Anstieg der Herzfrequenz und des Blutdrucks, wobei die
Kdrpertemperatur und Atmung durch Kokain nicht verandert werden (Resnick et al.,
1977; Javaid et al., 1978; Muntaner et al., 1989). Neben den direkten Effekten auf
monoaminerge Transmissionssysteme im ZNS fuhrt Kokain Gber einen a-adrenergen
Mechanismus zur Kontraktion cerebraler Arterien (Madden & Powers, 1990; Madden
et al.,, 1995) und zu einer verringerten globalen (London et al., 1999) und lokalen
cerebralen Durchblutung (Pearlson et al.,, 1993). In Experimenten an Ratten wurde
aber auch eine Erhéhung der cerebralen Durchblutung nachgewiesen (Stein & Fuller,
1992). Nach akuter Kokain-Gabe wurde zudem ein reduzierter Glucose-
Metabolismus im ZNS beobachtet (Volkow et al., 1992; London et al., 1996).

1.1.4.2 Akute subjektive und Verhaltenseffekte von Kokain

Der prominenteste Akuteffekt von Kokain ist der gleichzeitig experimentell am
schwierigsten zugangliche: das subjektive Empfinden von ,Euphorie® oder einem
~-Hochgefuhl“ (Resnick et al., 1977; van Dyke et al., 1976; 1978; Javaid et al., 1978).
Weitere Effekte auf das subjektive Empfinden sind ein gehobenes Selbstwertgefihl
und schnellere Denkablaufe (van Treeck, 1997). Die Messung dieser Akuteffekte von
Kokain kann nur mittels Fragebdgen oder direkt verbal erfolgen. Im Tiermodell kann
nur indirekt auf eine derartige Wirkung geschlossen werden. Aus der Beobachtung
einer erhohten Auftretenswahrscheinlichkeit bestimmter, mit Kokain gepaarter
Verhaltensweisen, kann auf eine Verstarkerwirkung von Kokain und damit indirekt
auf ,Euphorie” bzw. ,Hedonie* geschlossen werden. Zu diesen Verhaltensweisen
gehoren beispielsweise das vermehrte Hebeldriicken bei Kokain-Selbstapplikation
oder das vermehrte Aufsuchen bestimmter Orte bei der konditionierten
Platzpraferenz (Tzschentke 1998; McBride et al.,, 1999). In Humanstudien wurde
allerdings nicht von allen Personen ein subjektives ,Euphorie* Geflhl berichtet. Ein
bestimmter Anteil der Kokain-Konsumenten berichtet Dysphorie oder Angst nach
akuter Kokain Einnahme (Post et al., 1974; Resnick et al, 1977). In
tierexperimentellen Studien konnte ebenfalls eine Angst-induzierende Wirkung von
Kokain nachgewiesen werden (Costall et al., 1989; Yang et al., 1992). Sowohl beim
Menschen als auch im Tiermodell moduliert Kokain die lokomotorische Aktivitat in

Abhéngigkeit von der verabreichten Dosis. In sehr geringen Dosierungen inhibiert
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Kokain lokomotorische Aktivitat im Tiermodell (George 1989; 1990). In mittleren
Dosierungen erhoht Kokain die Lokomotion (Tatum & Seevers, 1929; Kelley &
Iversen, 1976; Scheel-Kruger et al., 1977). In hohen und sehr hohen Dosierungen
hat Kokain keinen oder einen inhibitorischen Effekt auf die Lokomotion, wobei
Verhaltensstereotypien auftreten konnen (Downs & Eddy, 1932; Fog, 1969; Scheel
Kriger et al., 1977). Kokain inhibiert zudem im Tiermodell Putz-Verhalten (van der
Hoek & Coopper, 1990; Cooper & van der Hoek, 1993; Carey et al., 2001; 2002) und
Fress- und Trink-Verhalten (van Rossum & Simons, 1969, Heffner et al.,, 1977,
Balopole et al.,, 1979; Foltin et al, 1990; Rapoza & Woolverton, 1991). In

Humanstudien wird ein verringertes Hungergefuhl berichtet (Resnick et al., 1977).

1.1.4.3 Akute neurochemische Effekte von Kokain

Kokain bindet im ZNS unterschiedlich stark am DAT, SERT und NAT. Die Affinitat far
Monoamintransporter ist dabei: SERT > DAT > NAT (Koe, 1976, Ritz et al., 1990).
Die Transporter der jeweiligen Neurotransmitter Dopamin (DA), Serotonin (5-HT) und
Noradrenalin (NA) befinden sich am Soma und an den Terminalen dopaminerger,
serotonerger und noradrenerger  Projektionsneurone. Die  Funktion der
Monoamintransporter ist die Entfernung ausgeschitteten Transmitters aus dem
Extrazellularraum (Feldman et al., 1997). Werden die Transporter pharmakologisch
blockiert, kommt es zu einer verringerten Wiederaufnahme des ausgeschitteten
Transmitters aus dem Extrazellularraum. Die extrazellulare Konzentration des
jeweiligen Transmitters steigt an, was letztlich zu einer verstarkten Aktivierung der
Rezeptoren dieses Transmitters fuhrt. Ein  Anstieg der extrazellularen
Transmitterkonzentration im Bereich des Somas und auch in verschiedenen
Projektionsgebieten wurde fur DA (z.B. Di Chiara & Imperato, 1988; Parsons &
Justice, 1993; Reith et al., 1997), 5-HT (Parsons & Justice, 1993; Rutter et al., 1998;
Andrews & Lucki, 2001) und NA (Chen & Reith 1994; Florin et al., 1994; Thomas et
al., 1994) gefunden. Eine Kokain-Dosis, die zu einer Steigerung der lokomotorischen
Aktivitat fuhrt (bei der Ratte: etwa 10-15 mg/kg, i.p.), erhoht dabei die extrazellulare
Konzentration von DA, 5HT und NA deutlich stérker als ein naturlicher Stimulus, wie
z.B. Nahrung, oder spontane lokomotorische Aktivitat (Rueter & Jacobs, 1996;
Rueter et al., 1997; Salamone et al., 1997). Eine derartig starke Aktivierung der drei

monoaminergen Transmittersysteme hat nicht nur akute Verhaltenseffekte zur Folge,
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sondern ist auch fur die Induzierung von zellularer Plastizitdt mitverantwortlich, von
der angenommen wird, dass sie die physiologische Grundlage fur die Entwicklung
von Kokainsucht darstellt (Nestler & Aghajanian, 1997; Koob et al., 1998; Berke &
Hyman, 2000; Ungless et al., 2001).

Neben der Aktivierung des DA-, 5-HT- und NA-Systems wurde auch ein Anstieg der
extrazelluldren Konzentration anderer Neurotransmitter, wie Acetylcholin (ACh;
Imperato et al., 1993; 1996; Consolo et al., 1999), Glutamat (Kalivas & Duffy, 1995;
Smith et al., 1995; Reid et al., 1997), Aspartat (Smith et al., 1995), Endorphin (Olive
et al.,, 2001) Histamin (lto et al., 1997) und Cholecystokinin (Beinfeld et al., 2002)
nach Kokain-Applikation berichtet. Auch bei diesen Neurotransmittern ist nach einem
Anstieg der extrazellularen Transmitterkonzentration von einer erhdhten Aktivierung
der jeweiligen Rezeptoren auszugehen. Insbesondere ein Anstieg der Aktivitat
exzitatorischer Aminoséuretransmitter ist dabei fiur Kokain-induzierte neuronale
Plastizitat (Pulvirenti & Diana, 2000) und die Akut- und Langzeiteffekte von Kokain
(Karler & Calder, 1992; Kalivas et al., 1993; Wolf, 1998) von groRer Bedeutung. Der
bislang einzige bekannte Transmitter, dessen extrazellulare Konzentration nach
akuter Kokain Applikation sinkt, ist g-amino-Buttersaure (GABA,; Kalivas & Duffy,
1995; Parsons et al., 1999). Die Effekte von Kokain auf die Transmittersysteme, von
denen bisher keine direkte Interaktion mit Kokain bekannt ist, sind méglicherweise
sekundare Effekte, die durch eine erhéhte DA-, 5-HT- oder NA-Konzentration bedingt
sind (Nilsson et al., 1992; Cameron & Williams, 1994; lzumi et al., 1994; Gulyas et
al., 1999; Zangen et al., 1999).

1.1.5 Langzeiteffekte von Kokain

Aufgrund des Fokus dieser Arbeit sollen die Langzeiteffekte von Kokain hier nur
Uberblicksartig dargestellt werden. Fur eine ausfuhrliche Darstellung wird an dieser
Stelle auf die Ubersichtsarbeiten von Johanson & Fischman (1989), Woolverton &
Johnson (1992) und Johanson & Schuster (1995) verwiesen. Die Verhaltenseffekte
von Kokain kénnen in akute und in Langzeiteffekte unterteilt werden. Akute Effekte
sind, in Abhangigkeit von der verwendeten Dosis, bereits nach einmaliger Gabe zu
beobachten. Langzeiteffekte treten erst nach mehrmaliger Applikation auf
(Tzschentke, 1998; McBride et al., 1999). Verschiedene Effekte von Kokain werden
zudem beim Menschen bereits nach einmaliger Gabe berichtet (Resnick et al., 1977,
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van Dyke et al., 1976; 1978; Javaid et al., 1978), sind aber im Tierexperiment anhand
eines veranderten Verhaltens erst nach mehrfacher Applikation zu beobachten. Dazu
gehdren die Verstarkereffekte und die Effekte auf das subjektive Empfinden. Zu den
Langzeiteffekten von Kokain gehdren auch dessen Eigenschaften als diskriminativer
Stimulus, die sowohl beim Menschen als auch im Tierexperiment erst nach
wiederholter Applikation nachweisbar sind (Olivieto et al., 1995; Walsh &
Cunningham, 1997; Epstein et al., 1999). Die Langzeiteffekte von Kokain umfassen
aber auch die veranderte Auspragung der akuten Verhaltenseffekte und der akuten
subjektiven Effekte, bedingt durch die Entwicklung von Toleranz und Sensitivierung
(Johanson & Fischman, 1989; Johanson & Schuster, 1995). So unterliegt zum
Beispiel die akute Hyperlokomotion einer Sensitivierung, d.h. die gleiche Dosis
Kokain induziert eine immer starkere Hyperlokomotion, die auch mit dem Auftreten
von Stereotypien verbunden sein kann (Tatum & Severs, 1929; Downs & Eddy,
1932). Dagegen unterliegen die subjektiven Effekte von Kokain der Entwicklung von
Toleranz, was bei bestimmten Einnahmemustern, wie dem ,Binge-Taking“, zu einer
Steigerung der Dosis fuhrt, um vergleichbare Effekte zu erreichen wie nach der

ersten Einnahme (Gawin, 1991).

1.2 Das serotonerge System des Gehirns

Serotonerge Zellen und 5-HT-Projektionen im ZNS findet man bereits bei
entwicklungsgeschichtlich niederen Arten. Sie gelten als hochgradig konserviert von
den einfachsten bis hin zu den komplexesten Vertebraten. Man nimmt deshalb an,
dass die Funktion des 5-HT-Systems bei Fischen, Amphibien, Reptilien und
Saugetieren ebenfalls ahnlich ist (Parent et al.,, 1984). Serotonin beeinflusst die
Aktivitat einer Vielzahl physiologischer Systeme. Dazu gehoéren das cardiovaskulare
System, die Atmung, die Thermoregulation und auch eine Vielzahl von

Verhaltensprozessen (Lucki, 1998).

1.2.1 Serotonerge Neurone und Kerngebiete

Eine detaillierte Darstellung der Anatomie serotonerger Neurone und des
serotonergen Systems im ZNS findet man bei Jacobs & Azmitia (1992), Halliday et
al., (1995), Feldman et al. (1997), Baumgarten & Grozdanovic (1999) und Jacobs &

Fornal (1999). Bis auf wenige Ausnahmen befinden sich die Zellkbrper serotonerger
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Neurone im Hirnstamm. Obwohl serotonerge Zellen nur in relativ kleinen Gruppen
innerhalb des Hirnstamms vorkommen, innervieren sie fast das gesamte Gehirn und
Riuckenmark. In Vertebraten ist die Mehrheit der 5-HT Neurone innerhalb oder in der
Nahe der Raphe” Nuclei lokalisiert, die eines der komplexesten anatomisch-
neurochemischen Systeme im Saugetierhirn darstellen. Dahlstrom & Fuxe (1964)
beschrieben neun verschiedene Zellgruppen (B1-B9). Die Kerngebiete im
Hirnstamm, denen sich diese Neuronengruppen zuordnen lassen, kénnen prinzipiell
in zwei Gruppen unterteilt werden. Die superiore Grupppe, die in der Pons und im
Mesencephalon lokalisiert ist und den Nucleus caudalis linearis (NCL; B8), den
Nucleus raphe” medianus (MRN; B5 und B8), den Nucleus pontis oralis (NPO; B9)
und den Nucleus raphe” dorsalis (DRN; B6-B7) umfasst, innerviert den gré3ten Teil
des Vorderhirns. Die inferiore Gruppe (B1-B4), die auch als das caudale 5-HT-
System bezeichnet wird, ist in der Medulla oblongata lokalisiert und innerviert unter
anderem das Ruckenmark. Sie umfasst den Nucleus raphe” magnus (NRM; B3), den
Nucleus raphe” obscurus (NRO; B2 und B4) und den Nucleus raphe” pallidus (NRP;
B1). Schatzungen gehen dabei von etwa 20.500 serotonergen Neuronen bei der
Ratte aus, wobei die hochste Dichte im DRN berichtet wurde. Innerhalb der
verschiedenen Raphe” Nuclei befinden sich jedoch nicht ausschlie3lich serotonerge
Neurone, sondern z.B. auch GABAerge Neurone (Lee et al., 1987). Im DRN, dem
Kerngebiet mit der hochsten 5-HT-Dichte, sind etwa zwei Drittel der Neurone
serotonerg. In den meisten anderen Raphe” Nuclei Uberwiegen nicht serotonerge
Zellen. Lasionsstudien haben gezeigt, dass fast alle Neurone in den Raphe” Nuclei,

die mit langen Axonen ins Vorderhirn projizieren, 5-HT-Neurone sind.

1.2.2 Afferenzen serotonerger Neurone

Der haufigste Ursprung flur Afferenzen eines bestimmten Raphe” Nucleus sind die
anderen Raphe” Nuclei. Alle anderen Afferenzen kdnnen anhand ihrer Transmitter
und anatomischen Ursprungsorte klassifiziert werden. So erhalten die Raphe” Nuclei
cholinerge Afferenzen vom Nucleus vestibularis superior, adrenerge Afferenzen aus
der dorsalen Medulla, noradrenerge Afferenzen aus dem Locus coeruleus (LC),
dopaminerge Afferenzen aus der Substantia nigra (SN) und neuropeptiderge
Afferenzen aus dem periaqueductalen Grau. Weiterhin erhalt der DRN

neuropeptiderge und histaminerge Projektionen aus verschiedenen
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hypothalamischen Kernen. Eine wichtige Projektion, die den MRN und DRN reziprok
mit dem limbischen Vorderhirn verbindet, kommt aus der lateralen Habenula und
benutzt Glutamat als Transmitter. Diese Projektionen enden nicht alle auf
serotonergen Neuronen, sondern auch auf den GABAergen Interneuronen im DRN
und MRN, wodurch eine Feed-foreward Hemmung serotonerger Neurone moglich ist
(Nishikawa & Scatton, 1984; Kalen et al., 1985). Uber die Projektionen aus der
lateralen Habenula erhalten serotonerge Neurone Informationen Uber die Aktivitat

motorischer und limbischer Areale.

1.2.3 Efferenzen serotonerger Neurone

Serotonerge Axone habe einen Durchmesser von 0.15-1.5 mm und sind
unmyelinisiert. Von den serotonergen Kerngebieten im Hirnstamm ziehen dichte
Projektionen nach rostral und caudal. Das absteigende 5HT-System, das von den
inferioren Kernen NRO, NRM und NRP (B1-B4) ausgeht, innerviert das Ruckenmark.
Projektionen ziehen im dorsolateralen Faszikulus vom NRM zur Lamina | und Il der
grauen Substanz des Dorsalhorns. Andere Projektionen vom NRP und NRO ziehen
zu den Motorneuronen des Ventralhorns. Zudem innervieren serotonerge Neurone
der ventrolateralen Medulla  préagangliondre Zellen des sympathischen
Nervensystems im thorakalen Riickenmark (Tork, 1985). Uber diese Projektionen hat
das 5-HT-System Einfluss auf sensorische, motorische und autonome Funktionen.

Das aufsteigende serotonerge System geht von den superioren Kernen DRN, MRN
und NCL (B5-B9) aus. Dabei haben etwa 80% der serotonergen Innervierung des
Vorderhirns ihren Ursprung im DRN oder MRN. Die aufsteigenden Bahnen lassen
sich in ventrale und dorsale Projektionen unterteilen. Die ventralen Projektionen
zichen vom DRN und MRN zum grodten Teil innerhalb des medialen
Vorderhirnbiindels (MFB) zum Diencephalon, den Basalganglien, zum limbischen
System und in den Kortex. Zudem senden DRN und MRN Projektionen zu
Kerngebieten im Mesencephalon, wie der SN, dem ventralen tegmentalen Areal
(VTA) und dem Nucleus interpedunkularis. Die diencephalen Projektionen
terminieren in der Habenula, in verschiedenen thalamischen Nuclei, den
Mammilarkdrpern, in verschiedenen hypothalamischen Kerngebieten und im
preoptischen Areal. Serotonerge Projektionen zu den Basalganglien innervieren das

Caudate-Putamen. Von besonderem Interesse sind die Projektionen ins limbische
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System, die den Nac, die Amygdala, den Hippocampus, das Septum und
olfaktorische Strukturen innervieren. Weiterhin wird der gesamte Neokortex
serotonerg innerviert. Innerhalb der dorsalen aufsteigenden Projektionen ziehen
Fasern zum mesencephalen Grau und zum Colliculus inferior und superior. Daneben
gibt es noch zwei weitere serotonerge Projektionssysteme, die einerseits das
Cerebellum und andererseits verschiedene Strukturen in der Pons und in der

Medulla, wie den LC und verschiedene Kerne der Kranialnerven, innervieren.

1.2.4 Mikrostruktur und Volumentransmission im serotonergen System

Ein groRer Teil der serotonergen Projektionen bildet keinen synaptischen Kontakt mit
den Zielzellen, so wie es bei der klassischen chemischen Synapse angenommen
wird (engl.: wired transmission). Eine Reihe von Untersuchungen hat belegt, dass
das 5-HT-System zum Teil mittels parakriner bzw. Volumentransmission arbeitet
(Agnati et al., 1995; Descarries & Umbriaco, 1995). Dabei wird der grof3te Teil des
Transmitters an Varikositaten innerhalb des Zielgebietes serotonerger Projektionen
ausgeschiittet, in deren Nahe keine postsynaptische Spezialisierung nachgewiesen
werden konnte. Varikositaten (Schwellungen) sind Axonspezialisierungen, die
Vesikel zur Speicherung und Ausschittung von 5-HT enthalten, und die sich weit von
einer serotonergen Synapse entfernt befinden kdnnen. Serotonin, das an solchen
Varikositaten in einem bestimmten Areal ausgeschuttet wird, diffundiert durch den
Extrazellularraum und kann so auch an 5HT-Rezeptoren binden, die relativ weit vom
Ausschittungsort entfernt sind Bunin & Wightman, 1999). Durch schnelle Diffusion
kann eine groRe Anzahl von Zielzellen erreicht werden, die so das gleiche
serotonerge Signal erhalten.

Innerhalb des Vorderhirns konnte man zwei verschiedene Typen serotonerger Axone
nachweisen. Am haufigsten fand man dinne und weit verzweigte Axone mit
spindelférmigen Varikositaten. Synaptische Kontakte innerhalb dieses Systems
gelten als nicht gesichert. Der zweite Typ ist durch dicke Axone mit wenigen oder
keinen Varikositdten gekennzeichnet, die erst in den Terminalarealen verzweigen
und dort grof3e ovale Varikositaten formen. Beide Fasertypen haben ihren Ursprung
in unterschiedlichen serotonergen Nuclei. Das sogenannte ,D-System® hat seinen
Ursprung im DRN und bildet dinne Axone. Das sogenannte ,M-System*“ hat seinen

Ursprung im MRN und bildet dicke Axone. Striatale Areale werden hauptsachlich von
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D-Fasern, der Hippocampus hauptsachlich von M-Fasern innerviert, wobei es aber

auch zu Uberlappungen beider Fasersysteme kommit.

1.2.5 Die Aktivitat serotonerger Neurone

Serotonerge Zellen sind durch eine geringe, aber konstante Spontanaktivitat von 0.5-
2.5 Spikes/Sekunde gekennzeichnet. Die Aktivitdt der 5-HT-Neurone wird intrinsisch
durch ein oszillierendes Membranpotential generiert (Van der Maelen & Aghajanian,
1983). Sie variiert jedoch mit dem Verhaltensstatus des Organismus. Die Zellen
feuern am starksten bei aktiver Wachheit mit Lokomotion, weniger stark bei Wachheit
ohne Lokomotion, deutlich weniger wahrend des Tiefschlafes und fast tberhaupt
nicht wahrend des paradoxen Schlafes (REM-Schlaf) (Jacobs & Fornal, 1999). Die
neuronale Aktivitdt hangt dabei nicht direkt von der Hell-Dunkel-Phase des
zirkadianen Rhythmus ab, sondern nur vom Verhaltensstatus des Organismus. Eine
wahrend der Aktivitditsphase (beim Menschen: tagsuber; bei der Ratte: nachts)
erhbhte extrazellulare 5-HT-Konzentration in  Terminalgebieten serotonerger
Projektionen ist damit nicht von Tageszeit und Helligkeit abhangig, sondern von der
gezeigten Verhaltensaktivitat (Jacobs, 1991). Serotonerge Neurone werden durch
repetitive, von zentralen Muster-Generatoren mediierte Bewegungen, wie Laufen,
Kauen oder Putzen, aktiviert, wahrend der Orientierung auf einen starken
sensorischen Stimulus jedoch gehemmt. Dabei wurde ein Anstieg der Feuerfrequenz
meist einige Sekunden vor Initierung der motorischen Aktivitdt beobachtet (Jacobs &
Fornal, 1993, 1999). Komplementar dazu fanden Lipska et al. (1992), dass eine
Entleerung neuronalen 5-HT’s zu einer dauerhaften Reduktion der Spontanaktivitat
fuhrt. Weitere Untersuchungen ergaben, dass akustischer Stress, Haltestress,
Prasentation eines angstauslésenden Stimulus, Schmerz, ein Anstieg der
Korpertemperatur, Hypo- oder Hypertension und Hypo- oder Hyperglycdmie keinen
signifikanten Einfluss auf die Feuerfrequenz serotonerger Neurone haben (Jacobs et
al., 1990). In-vivo Mikrodialysestudien fanden allerdings, dass verschiedene
Stressoren durchaus zu einem Anstieg der extrazellularen 5-HT-Konzentration in
Terminalgebieten fuhren kénnen (Kirby et al., 1997). Vanderwolf (1989) und Jacobs
& Fornal (1993) schlugen als Funktion des 5HT-Systems im ZNS die Erleichterung
motorischer Aktivitat bei gleichzeitiger Unterdriickung der sensorischen Verarbeitung

vor. Uber die Regulierung motorischer Aktivitat hinaus beeinflusst 5HT auch eine
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Reihe von Verhalten, wie Fressverhalten (Bendoti & Samanin, 1986; Hoebel et al.,
1989), Angst und Aggression (Iversen, 1984; McMillen et al., 1987; Griebel, 1995;
Graeff et al., 1996; Schwarting et al., 1998), Lernen und Gedéchtnis (Harvey, 1996;
Bao et al., 1998; Bailey et al., 2000; Kandel, 2001), Verstarkung (Fletcher et al.,
1999; Hasenohrl et al., 2002), Fortpflanzungsverhalten (Hillegaart et al., 1989a) und
Stress-induziertes Verhalten (Netto & Guimaraes, 1996; Guimaraes et al., 1993;
Lucki, 1998).

1.2.6 Dieserotonerge Synapse

Das Indolalkylamin Serotonin (3-(2-Aminoethyl)indol5-ol = 5-Hydroxytryptamine)
wird in zwei Schritten aus der Aminoséure Tryptophan synthetisiert. Die Synthese
findet in den serotonergen Synapsen und Varikositdten statt. Im ersten,
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt wird Tryptophan zu 5-Hydroxytryptophan (5-
HTP) unter Beteiligung des Enzyms Tryptophan-Hydroxylase umgesetzt.
Tryptophan-Hydroxylase wird nur in serotonergen Neuronen synthetisiert und entlang
des Axons zu den Orten der 5-HT-Synthese transportiert. Pharmakologische
Hemmung des Enzyms resultiert in einer verringerten 5-HT-Synthese und damit in
einer 5-HT-Entleerung (Joh, 1999). Im Gehirn fand man nur kleine Mengen 5HTP,
da es schnell zu 5HT decarboxyliert wird. Katalysiert wird diese Reaktion durch die
aromatische L-Aminosauren-Decarboxylase, die auch die Decarboxylierung von L-
DOPA zu DA Kkatalysiert. Die Syntheserate von 5-HT ist dabei abhangig von der
Feuerfrequenz der serotonergen Neurone, die direkt mit der Tryptophan-
Hydroxylase-Aktivitdt ~ gekoppelt ist.  Depolarisations-induzierte  Tryptophan-
Hydroxylase Aktivierung (Boadle-Biber et al., 1986) ist dabei Ca**-abhangig und
beinhaltet die Phosphorylierung des Enzyms. Wenn die Feuerfrequenz reduziert ist,
wird auch die 5HT-Synthese gehemmt. Man nimmt an, dass die Inaktivierung von
Tryptophan-Hydroxylase Uber eine Verringerung der Phosphorylierungsrate mediiert
wird (fiir einen Uberblick siehe: Feldman et al., 1997).

Frisch synthetisiertes 5-HT wird Uber einen vesikularen Membrantransporter in
Vesikel verpackt (Peter et al., 1999). Man nimmt an, dass bei Ankunft eines
Aktionspotentials der Inhalt der Vesikel mittels Na*- und Ca®*-abhangiger Exozytose
in den Extrazellularraum entleert wird. Nachdem 5-HT in den Extrazellularraum

ausgeschuttet wurde, diffundiert es und bindet an pr&- und postsynaptische 5HT-
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Rezeptoren. Die Bindung an prasynaptische Autorezeptoren inhibiert dabei die
weitere 5-HT-Ausschittung (Blier et al., 1998; Gothert & Schlicker, 1999) und die
5-HT-Synthese (Hutson et al., 1989). Serotonerge Autorezeptoren koénnen in
somatodendritische und terminale Autorezeptoren unterteilt werden. Terminale
Autorezeptoren, die zur Klasse der 5-HTig-Rezeptoren (beim Menschen: 5-HTip)
gehoren, befinden sich an der Prasynapse in den Terminalgebieten serotonerger
Projektionen und regulieren dort die 5-HT-Ausschittung und 5-HT-Synthese
(Morikawa et al., 2000; Riad et al.,, 2000). Somatodendritische Autorezeptoren
befinden sich am Soma und an proximalen Dendriten serotonerger Neurone. Sie
gehoren zur Klasse der 5HTia-Rezeptoren (Gozlan et al., 1983; Riad et al., 2000).
Die Aktivierung somatodendritischer 5HT;a-Rezeptoren fuhrt zu einer Negativierung
des Membranpotentials serotonerger Neurone (Hamon, 1999) und damit zu einer
verringerten Feuerfrequenz (Sprouse & Aghajanian, 1987).

Ausgeschiittetes 5-HT wird grof3tenteils durch aktiven Transport aus dem
Extrazellularraum entfernt. Dies geschieht durch ein Transportprotein in der
Zellmembran: den SERT (Snyder, 1970). Die Wiederaufnahme von 5-HT in die
Prasynapse ist Na‘-abhangig und erfordert, im Gegensatz zur passiven Diffusion,
metabolische Energie. Die treibende Kraft fur die 5-HT-Wiederaufnahme ist der
elektrochemische Na'-Gradient zwischen Zytoplasma und Extrazellularraum. Mit
jedem 5HT-Molekiil wird auch ein Na*-lon und fir den Nettotransport auch ein CI-
lon mit in die Zelle aufgenommen. Uber den Transport eines K*-lons in den
Extrazellularraum wird dann die urspriungliche Konformation des SERT wieder
hergestellt. Der Na*-K*-Gradient, der fur diesen Prozess notwendig ist, wird
anschlieBend unter Energieverbrauch durch eine Na'-K*-Pumpe wieder hergestellt
(Marcusson & Ross, 1990). Generell gehort der SERT zur Familie der
Transporterproteine mit 12 Transmembrandomanen. Zu dieser Familie gehdren u.a.
auch der DAT und NAT (fiir eine Ubersicht siehe: Lesch, 1999). Pharmakologische
Blockade des SERT resultiert generell in einer verringerten 5HT-Wiederaufnahme
aus dem Extrazellularraum und damit in einem Anstieg der extrazellularen 5-HT-
Konzentration. Nachdem 5HT wieder in die Prasynapse aufgenommen wurde, wird
es durch oxidative Deaminierung in zwei Schritten zu 5-Hydroxyindol-Essigsaure (5-
HIAA) metabolisiert. Diese Reaktion wird durch Monoaminoxidase (MAO) katalysiert.
Das dabei entstandene 5-HIAA ist physiologisch inaktiv und diffundiert aus der Zelle

heraus. Es gelangt in die Cerebrospinalflissigkeit, von wo es Uber einen aktiven
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Transportmechanismus ins Blut gelangt und aus dem ZNS abtransportiert wird. Im
ZNS qilt 5HIAA als Indikator der regionalen 5-HT-Syntheseaktivitat, da ein Grof3teil
Uberschissig synthetisierten 5HT's direkt von MAO zu 5-HIAA oxidiert wird (Wolf et
al., 1985; Cumming et al., 1992).

1.2.7 Serotonerge Rezeptoren und ihre Funktion

Zum gegenwartigen Zeitpunkt sind 14 strukturell und pharmakologisch verschiedene
5-HT-Rezeptoren und ihre entsprechenden Gene beschrieben. Diese Rezeptoren
lassen sich anhand der strukturellen  Ahnlichkeit ihrer ~ Aminosaure-
Zusammensetzung in 7 Rezeptorfamilien (5-HT1-5-HT7) unterteilen. Bis auf den
5-HTs-Rezeptor gehdren alle 5-HT-Rezeptoren zur Familie der G-Protein
gekoppelten metabotrophen Rezeptoren mit 7 Transmembrandoménen. Uber G-
Proteine sind diese Rezeptoren an verschiedene ,Second messenger-Systeme
gekoppelt. Der ionotrophe 5-HTs-Rezeptor ist dagegen ein ligandenabhangiger
lonenkanal (Barnes & Sharp, 1999; Hartig, 1999).

1.2.7.1 Pharmakologie des Serotoninia-Rezeptors

Der 5-HTia-Rezeptor ist, bedingt durch die frilhe Entwicklung eines selektiven
Rezeptor-Agonisten (Arvidsson et al., 1981; Hjorth et al.,, 1982), einer der am
langsten bekannten 5-HT-Rezeptoren (Gozlan et al., 1983). Er gehort zur Familie der
5-HT;-Rezeptoren, die noch mindestens 4 weitere Rezeptor-Subtypen umfasst. Die
Familie der 5-HTi-Rezeptoren weist eine hohe Aminoséure-Sequenz Homologie
zwischen den einzelnen Rezeptor-Subtypen auf. Alle 5-HT;-Rezeptoren sind Uber ein
G-Protein negativ an Adenylzyklase gekoppelt. In der Ratte besteht der 5-HTia-
Rezeptor aus 422 Aminosauren und weist damit eine 89%ige Homologie zum
humanen 5-HTia-Rezeptor auf (Albert et al.,, 1990). Er verflugt Uber 7 hydrophobe
Domanen, von denen man annimmt, dass sie den Transmembranregionen des
Proteins entsprechen. Uber Gy/Go-Proteine ist der 5-HTia-Rezeptor negativ mit
Adenylzyklase gekoppelt (Blier et al.,, 1993a), d.h. eine Blockade des 5-HTia-
Rezeptors bewirkt eine Inhibierung der Adenylzyklase-Aktivitdt (Hamon et al., 1990).
Adenylzyklase ist ein in der Zellmembran lokalisiertes Enzym, das die Umsetzung

von Adenosintriphosphat (ATP) zu zyklischem Adenosinmonophosphat (cCAMP)
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katalysiert. Zyklisches Adenosinmonophosphat fungiert als intrazellularer Botenstoff
(engl.: second messenger; Feldman et al., 1997). Gleichzeitig bewirkt eine 5HTa-
Rezeptor Aktivierung die Offnung eines spezifischen K'-Kanals (Haj-Dahmane et al.,
1991). Auf =zellularer Ebene fuhrt die Aktivierung des 5-HTia-Rezeptors zur
Hyperpolarisation der Zellmembran.

Die Verteilung des 5-HT;a-Rezeptors im ZNS ist sehr inhomogen. Es gibt Areale mit
hoher 5-HT;a-Rezeptor Dichte. Dazu zahlen die Raphe” Nuclei und limbische
Hirnareale, wie der Hippocampus und das laterale Septum. Eine mittlere Dichte
findet man im Nac, der Amygdala, im Hypothalamus und im Neokortex. Dagegen
sind im Cerebellum, in der SN, im Globus pallidus und im Caudate-Putamen keine
5-HT;a-Rezeptoren detektierbar (Verge et al., 1986; Palacios et al., 1990; Pompeiano
et al.,, 1992). Die Verteilung von 5-HTi1a-Bindungsstellen im ZNS entspricht zudem
der Verteilung der 5-HT1a-Rezeptor mRNA (Pompeiano et al., 1992). Daraus hat man
geschlussfolgert, dass der 5HTia-Rezeptor nach seiner Synthese nicht Uber lange
Strecken transportiert wird bzw. dass er hauptsachlich im somatodendritischen
Bereich eines Neurons lokalisiert ist (Hamon, 1999). Untersuchungen der
mikrostrukturellen Lokalisierung haben gezeigt, dass 5-HTia-Rezeptoren im DRN
und MRN am Soma und an proximalen Dendriten serotonerger Neurone lokalisiert
sind (Riad et al.,, 2000), wo sie die Funktion eines inhibitorischen Autorezeptors
haben (Gozlan et al., 1983; Blier & De Montigny, 1987; Stamford et al., 2000). Die
selektive Stimulation der 5-HTia-Rezeptoren im DRN verringert die Feuerfrequenz
serotonerger Neurone (Hjorth et al., 1982; Sprouse & Aghajanian, 1988), die 5-HT-
Synthese (Hjorth & Magnusson, 1988; Meller et al., 1990; Invernizzi et al., 1991;
Johnson et al, 1996) und die 5-HT-Ausschittung in den Terminalgebieten
serotonerger Projektionen (Sharp & Hjorth, 1990; Bonvento et al., 1992; Kreiss &
Lucki, 1994). In den Projektionsgebieten serotonerger Neurone sind 5-HTia-
Rezeptoren postsynaptisch (Riad et al., 2000; Doherty & Pickel, 2001) oder als
Heterorezeptoren an den Terminalen von Projektionen anderer Transmittersysteme
(Quiron & Richard, 1987) lokalisiert. Die Stimulation postsynaptischer 5-HTia-
Rezeptoren in serotonergen Terminalgebieten hat unter Basalbedingungen keinen
Effekt auf die extrazellulare 5-HT-Konzentration in diesen Gebieten (Kreiss and
Lucki, 1994). Man nimmt an, dass sowohl somatodendritische als auch

postsynaptische 5HTia-Rezeptoren tonisch aktiviert werden und dass diese tonische
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Aktivierung fur die neuronale Plastizitat in diesen Hirnarealen erforderlich ist (Azmitia
& Whitaker-Azmitia, 1999; Blier et al., 2001).

1.2.7.2 Der Serotoninia-Rezeptor und Verhalten

Die Beteiligung des 5-HTia-Rezeptors an Verhalten wurde in vielen Studien
untersucht. Durch seine Funktion als somatodendritischer Autorezeptor beeinflusst er
wahrscheinlich alle Verhaltensweisen, die mit einer verdnderten Aktivitat
serotonerger Neurone einhergehen. Ein prominenter Verhaltenseffekt, der durch den
5-HT;a-Rezeptor mediiert wird, ist das sogenannte ,Serotonin-Syndrom*“ (Jacobs &
Klemfuss, 1975). Es kann ausgelost werden durch eine serotonerge
Uberstimulierung des ZNS und besteht bei der Ratte aus Hyperlokomotion,
Abspreizen und Rigiditdt der hinteren Gliedmal3en, Forderpfotenbewegungen,
seitichem Kopfwenden, einem Ruhetremor und einem aufgestellt-gebogenem
Schwanz (engl: Straub tail) (Jacobs, 1976). Verschiedene Untersuchungen ergaben,
dass die meisten Verhaltensformen des ,Serotonin-Syndroms*  durch
Uberstimulierung des postsynaptischen 5-HTia-Rezeptors, der eine hohe Sensitivitét
fur 5-HT besitzt, ausgeldst werden konnen (Tricklebank et al., 1984; Lucki & Wieland,
1990; Sanchez et al., 1996). Es gilt als gesichert, dass bereits eine moderate
Stimulierung des 5-HTia-Rezeptors Lokomotion beeinflusst, ohne Anzeichen eines
.Serotonin-Syndroms® zu bewirken. Dennoch gibt es kontroverse Befunde, die
einerseits eine erhdhte lokomotorische Aktivitdét nach 5HTia-Rezeptor Stimulierung
(Tricklebank et al., 1984; Dourish et al., 1985; Lucki et al., 1989) und andererseits
eine verringerte lokomotorische Aktivitat gefunden haben (Carli et al.,, 1989;
Hillegaart et al., 1989b; Mittman & Geyer, 1989). Generell wurden inhibitorische
Effekte eher in grof3flachigen, und daher Angst-induzierenden Testarenen Carli et
al.,, 1989) und mit unhabituierten Tieren gefunden, was auf eine Interaktion mit
Angst-Prozessen hinweist. Stimulierende Effekte auf die Lokomotion wurden
dagegen eher in kleinen Testarenen mit habituierten Tieren beobachtet (Evenden &
Angeby-Médller, 1990). Die Beteiligung des 5-HTia-Rezeptors an Angst gilt als sicher
erwiesen (Fletcher et al.,, 1993; Griebel, 1995). Verschiedene 5-HTia-Rezeptor
Agonisten (Collinson & Dawson, 1997; Barros et al., 2001), aber auch 5-HTia-
Rezeptor-Antagonisten zeigen ein anxiolytisches Profil (Moreau et al., 1992; Fletcher
et al., 1996; Cao & Rogers, 1997a, 1997b, 1998a, 1998b; Griebel et al., 1999, 2000;
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Barros et al., eingereicht). Allerdings gibt es auch gegenteilige Befunde (Charrier et
al.,, 1994, Bickerdike et al., 1995; Stanhope & Dourish, 1996; Maurel Remy et al.,
1996; Collinson & Dawson, 1997; Millan et al., 1997). Die gentechnische
Generierung von Mausen ohne funktionalen 5-HTia-Rezeptor (5-HT1a-Rezeptor
knock out) bestatigte konsistent die pharmakologischen Studien, die eine primar
anxiolytische und Lokomotion stimulierende Wirkung des 5-HTia-Rezeptors
beobachteten (Heisler et al., 1998; Parks et al., 1998; Ramboz et al., 1998; Sibille et
al., 2000). Sowohl pharmakologische, als auch Studien mit knock out Mausen,
untersuchten nur die Effekte einer summatorischen Stimulation/Hemmung der
Population aller 5-HT1a-Rezeptoren im ZNS. Studien mit lokaler 5-HT;a-Rezeptor
Agonist/Antagonist  Applikation haben dagegen gezeigt, dass sowohl die
lokomtorischen als auch die anxiolytischen Effekte davon abhangen, ob pra- oder
postsynaptische 5-HT1a-Rezeptoren stimuliert/gehemmt werden (Hillegaart & Hjorth,
1989; Higgins & Elliot, 1991; Andrews et al., 1994; File et al., 1996). Zudem sind
auch innerhalo der Population der prasynaptischen 5-HTia-Rezeptoren
dissoziierende Verhaltenseffekte zwischen DRN und MRN beschrieben worden
(Elliot et al., 1990). Neben einer Beteiligung an Lokomotion und Angst, wird der
5-HTia-Rezeptor auch mit einer Stimulierung des Fressverhaltens (Dourish et al.,
1985; Lucki & Wieland, 1990) und einer Inhibierung von Putzverhalten in Verbindung
gebracht (Carey et al., 2000).

Eine wichtige Rolle spielt der 5HT1a-Rezeptor auch bei Verstarkungsprozessen und
bei Lernen und Ged&chtnis. Die Stimulierung des 5-HT;a-Rezeptors mit dem 5-HTja-
Rezeptor Agonisten 8OH-DPAT (Arvidsson et al., 1981; Hjorth et al., 1982) wirkt als
diskriminativer Stimulus (Schreiber & De Vry, 1993; Schreiber et al., 1995) und kann
in geringer bis mittlerer, nicht jedoch in hoher Dosierung konditionierte Platzpraferenz
(CPP) induzieren (Papp & Willner, 1991; Shippenberg, 1991). Fur 5HTia-Rezeptor
induzierte CPP sind wahrscheinlich 5-HTia-Autorezeptoren im DRN oder MRN
verantwortlich (Fletcher et al., 1993). Eine inhibitorische Rolle wurde fir den 5-HTia-
Rezeptor bei verschiedenen Lernparadigmen gezeigt. So fuhrt 5-HT;a-Rezeptor
Stimulierung zu einem Defizit beim passiven Vermeidungslernen (Misane et al.,
1998) und bei rdumlichen Lernaufgaben (Bertrand et al., 2000). Es konnte zudem
gezeigt werden, dass die pharmakologische Stimulierung des 5HTia-Rezeptors zu
beeintrachtigter raumlicher Navigation und Diskrimination fiihrt (Carli & Samanin,

1992), woran insbesondere 5-HT;a-Rezeptoren im dorsalen Hippocampus beteiligt
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sind (Carli et al., 1992). Keinen Effekt hatte die systemische Stimulierung des 5
HT,a-Rezeptors in einer nicht-raumlichen, visuellen Dsikriminationsaufgabe (Carli et
al.,, 1995a). Im Gegensatzt zur Stimulierung, hatte die pharmakologische Blockade
hippocampaler 5-HT1a-Rezeptoren keinen Effekt auf raumlliches
Diskriminationslernen. Defizite im rdumlichen Dsikriminationslernen, induziert durch
die intra-hippocampale Gabe von Scopolamin, koénnen dagegen durch
vorausgehende pharmakologische Blockade des 5-HTia-Rezeptors im dorsalen
Hippocampus aufgehoben werden (Carli et al., 1995b). Insbesondere hippocampale
5-HT1a-Rezeptoren wurden auch mit der Inhibierung der Gedéachtniskonsolidierung
bei Stress-assoziierten Gedachtnisinhalten in Verbindung gebracht (Guimaraes et al.
1993; Netto & Guimaraes, 1996). Die post-Training 5-HTia-Rezeptor Stimulierung
nach einer instrumentellen Konditionierungsaufgabe kann jedoch auch zu einer
verbesserten Konsolidierung filhren (Meneses & Hong, 1999). Allerdings wird durch
5-HTia-Rezeptor Stimulierung auch die Abschwéachung nicht mehr verstarkten
Verhaltens gehemmt (Fletcher, 1993), was mdoglicherweise durch eine 5-HTia-
Rezeptor induzierte Abschwéachung der spontanen Alternierung im Verhalten bewirkt
wird (Yadin et al., 1991; Seibell et al., 2003).

1.2.7.3 Andere Serotonin-Rezeptoren

Alle anderen 5-HT-Rezeptoren sollen hier nur Ubersichtsartig beschrieben werden.
Soweit nicht anders angegeben, wurden die Informationen aus Barnes & Sharp
(1999) und Hartig (1999) enthommen.

Zur Familie der 5HT;-Rezeptoren gehéren neben dem 5HT;a-Rezeptor auch noch
der 5HTig-, 5HTip, 5HTie- und der 5HTi-Rezeptor. Der 5HTis-Rezeptor wurde
bisher bei der Ratte, der Maus und beim Hamster, nicht jedoch beim Menschen und
den meisten anderen Saugetieren nachgewiesen. Ihm entspricht beim Menschen der
homologe 5-HTip-Rezeptor (Gothert et al., 1996). Serotoningg- und 5-HTip-
Rezeptoren fand man in hoher Dichte in den Basalganglien und im limbischen
System. Man geht davon aus, dass 5HTig- und 5HTip-Rezeptoren prasynaptische
Autorezeptoren an serotonergen Terminalen und Heterorezeptoren an nicht-
serotonergen Terminalen sind (Riad et al., 2000), die die 5-HT-Ausschittung und die
Ausschittung anderer Transmitter regulieren (Boulenguez et al., 1996; Gothert &

Schlicker, 1999). Pharmakologische Aktivierung des 5-HTig-Rezeptors fuhrt neben

31



Einleitung

einer Inhibierung der 5HT-Ausschittung (Briley et al., 1999) zu einem Anstieg der
Lokomotion, zu Hypophagie und zu Hyperthermie. Dariiber hinaus ist der 5HTig-
Rezeptor an der Mediierung aggressiven Verhaltens beteiligt. Die physiologische-
und Verhaltensfunktion des 5HTip-Rezeptors ist bisher noch wnklar. Das trifft auch
auf die bisher nur wenig erforschten 5-HTe- und 5-HT; Rezeptoren zu.

Zur Familie der 5-HT»,-Rezeptoren gehoren der 5-HT,a-, der 5-HTog- und der 5-HToc-
Rezeptor. Alle drei Rezeptor-Subtypen weisen eine hohe Ahnlichkeit in der
molekularen Struktur, der Pharmakologie und in den Signaltransduktionskaskaden
auf  (Roth & Hyde, 1999). Serotonin,-Rezeptoren verfiigen dber 7
Transmembrandomanen. Sie sind Uber ein G-Protein positiv an Phospholipase C
gekoppelt, stimulieren die intrazellulare Phophatidyl-Inositid Hydrolyse, verringern die
K*-Leitfahigkeit und aktivieren intrazellulares Ca®* (Aghajanian & Andrade, 1999). Die
Aktivierung von 5HT»>-Rezeptoren wirkt damit exzitatorisch. Generell besitzen 5HT,-
Rezeptoren eine relativ geringe Affinitat fur 5-HT. Serotonin,-Rezeptoren sind
postsynaptisch lokalisiert, wobei sich die Lokalisation der drei Rezeptor-Subtypen
voneinander unterscheidet. Selektive Stimulierung des 5-HT,c-Rezeptors fihrt zu
Hyperlokomotion, Hyperphagie und Anxiogenese. Obwohl die Aktivierung des
5-HT.a-Rezeptors diskriminative Stimuluseigenschaften besitzt und Hyperthermie
auslost, sind keine Effekte auf Spontanverhalten bekannt, was auch auf den 5-HTgg-
Rezeptor zutrifft.

Der 5HT3-Rezeptor ist der bisher einzige bekannte 5HT-Rezeptor, der zur Klasse
der ligandenabhangigen lonenkanale zahlt, zu der auch nikotinerge und GABAa-
Rezeptoren gehoéren. Er ist der einzige Monoamin-Rezeptor im ZNS, der mit
schneller synaptischer Transmission assoziiert wird. Funf Transmembrandomé&nen
umfassen dabei einen lonenkanal, der getffnet fir monovalente Kationen
durchlassig ist, und damit eine postsynaptische Depolarisation bewirkt (Aghajanian &
Andrade, 1999). Die hochste Rezeptordichte findet man im Hirnstamm. Eine
geringere Rezeptorexpression wurde im Hippocampus, der Amygdala und im
cerebralen Kortex beobachtet. Der 5-HT3-Rezeptor wird mit einer ganzen Reihe
sensorischer und verhaltensrelevanter Funktionen, wie Nocizeption, Lokomotion,
Angst, Belohnung und kognitiven Leistungen, in Verbindung gebracht (Jones et al.,
1988; Costall & Naylor, 1999; van Hooft & Vijverberg, 2000).

Der 5HT4-Rezeptor wurde im ZNS in relativ hoher Dichte innerhalb des limbischen

Systems nachgewiesen. Man nimmt an, dass der 5-HTs;-Rezeptor dabei eine
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wichtige Komponente in verschiedenen Projektionswegen, wie z.B. in der
hippocampo-habenulo-interpedukularen oder der striato-nigralen Bahn, darstellt. Die
Lokalisation innerhalb von Feedback-Schleifen zu den Raphe” Nuclei erklart
maoglicherweise, warum die Stimulierung des postsynaptischen 5HT4-Rezeptors zu
einem Anstieg der 5HT-Konzentration in Terminalgebieten, wie dem Hippocampus
(Ge & Barnes, 1995), fuhrt. Der 5-HTs;-Rezeptor verfugt Uber 7
Transmembrandomanen und ist Uber ein G-Protein positiv an Adenylzyklase
gekoppelt. Die Verbindung mit anderen ,Second messenger‘-Systemen wird derzeit
noch diskutiert. Eine Stimulierung des 5-HTs-Rezeptors fuhrt zu einer langsamen
Membrandepolarisation und erhéht damit die Erregbarkeit der Membran (Aghajanian
& Andrade, 1999). Obwohl verschiedene ,Splice“-Varianten des 5-HTs-Rezeptors
nachgewiesen wurden, sind pharmakologisch bisher keine Rezeptor-Subtypen
unterscheidbar. Die Stimulierung des 5-HTs-Rezeptors fihrt nicht zu ver&ndertem
Spontanverhalten, kann aber die kognitive Leistungsfahigkeit verbessern. Ob 5HT;-
Rezeptor Stimulierung anxiogen wirkt, wird dagegen noch kontrovers diskutiert
(Kilpatrick et al., 1996; Bockaert et al., 1999).

Die 5HTs-, 5-HTs- und 5-HT7-Rezeptoren sind bisher noch relativ wenig erforscht.
Alle drei Rezeptor-Familien kommen im ZNS vor und gehdren zur Klasse der G
Protein gekoppelten Rezeptoren. Die Aktivierung des 5-HTs-Rezeptors hatte in
bisherigen Experimenten keinen Einfluss auf die Bildung der ,Second messenger”
cAMP und Inositol-Phosphat. Von 5-HTg- und 5-HT,-Rezeptoren ist bekannt, dass
sie positiv mit Adenylzyklase gekoppelt sind, d.h. ihre Stimulierung erhoht die Bildung
von cAMP (Aghajanian & Andrade, 1999). Uber die Verhaltenseffekte von 5HTs-,
5-HTes- und 5-HT7-Rezeptoren ist bisher wenig bekannt. Die hohe Affinitat atypischer
Neuroleptika zum 5-HTs- und 5-HT7-Rezeptor legt jedoch eine Beteiligung an

emotionalen Prozessen nahe (Branchek & Zgombick, 1999).

1.2.8 Das serotonerge System und Kokain

Das serotonerge System wird mit einer Vielzahl der akuten und chronischen
neurochemischen- und Verhaltenseffekte von Kokain in Verbindung gebracht.
Aufgrund des Fokuses dieser Arbeit soll hier nur die Beteiligung des serotonergen

Systems an den Akuteffekten ausfuhrlich diskutiert werden. Die Beteiligung des
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serotonergen Systems an den Langzeiteffekten von Kokain wird dagegen nur

Uberblicksartig dargestellt .

1.2.8.1 Serotonin und die akuten Verhaltenseffekte von Kokain

Um die Rolle des serotonergen Systems bei den akuten Verhaltenseffekten von
Kokain zu untersuchen, wurden verschiedene Stimulations- und Inhibitionstechniken
eingesetzt. Man kann dabei unterscheiden zwischen Behandlungen, die die
serotonerge Transmission im ZNS global erh6hen oder verringern und
Behandlungen mit serotonergen Rezeptor Agonisten/Antagonisten, die speziell die
Rolle einzelner 5-HT-Rezeptoren untersuchen. Neuere Ansatze versuchen zudem,
Uber die Manipulation bestimmter Gene, Komponenten des serotonergen Systems
auszuschalten (knock out) oder besonders zu aktivieren (Uberexprimierer), womit
z.B. die Beteiligung des 5-HT-Systems an den Verstarkereffekten von Kokain
demonstriert werden konnte. So konnte gezeigt werden, dass DAT knock out Mause,
die keinen DAT mehr exprimieren, immer noch Kokain-induzierte Platzpraferenz und
auch Kokain-Selbstverabreichungsverhalten zeigen (Rocha et al., 1998; Sora et al.,
2001). Erst wenn zusatzlich zum DAT auch noch der SERT ausgeschaltet ist
(DAT/SERT doppel knock out), war keine Kokain-induzierte Platzpraferenz mehr zu
beobachten (Sora et al., 2001).

Fruhere Untersuchungen zur Rolle des 5-HT-Systems bei den akuten
Verhaltenseffekten  von  Kokain  benutzten den  5-HT-Synthese  Blocker
p-Chlorphenylalanin (p-CPA; Koe & Weissman, 1966), um die Verfugbarkeit von
5-HT im ZNS zu verringern. Verschiedene Autoren fanden dabei eine Potenzierung
Kokain-induzierter Hyperlokomotion und Kokain-induzierten Aufrichtverhaltens bei
der Ratte (Scheel-Kriger et al., 1977; Svingos & Hitzemann, 1992; Herges & Taylor,
1999a). Auch die neurotoxische Lasion serotonerger Neurone mittels 5,7-Dihydroxy-
tryptamine (5,7-DHT) fuhrte zu einer Potenzierung der Kokain-induzierten
Hyperlokomotion (Morrow & Roth, 1996). Eine L-Tryptophan freie Diat, die ebenfalls
eine Verringerung der 5-HT-Verfugbarkeit im ZNS bewirken soll, fuhrte dagegen
beim Menschen zu einer Verringerung der akuten Euphorie-Effekte von Kokain
(Aronson et al., 1995) und in der Folge zu einer Verringerung von ,Kokain-Craving*
(Satel et al., 1995). Komplementér zu den Untersuchungen mit p-CPA und 5,7-DHT

fanden andere Studien, die mittels der Verabreichung von 5-HT-Vorstufen, wie L-
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Tryptophan und 5HTP, eine vermehrte Verflugbarkeit von 5HT im ZNS induzierten,
eine Verringerung Kokain-induzierter Hyperlokomotion (Pradhan et al., 1978; Molina
et al., 2001). Die extrazellulare 5-HT-Konzentration im ZNS kann durch die
Verabreichung selektiver 5-HT-Wiederaufnahmehemmer (SSRI) kurzfristig erhdht
werden (Hjorth & Auerbach, 1996; Hervas & Artigas, 1998; Hervas et al., 2000). Die
Gabe eines SSRI hatte dabei entweder keinen (Reith et al., 1991) oder einen
potenzierenden Effekt auf Kokain-induzierte Hyperlokomotion (Herges & Taylor,
1998). Dagegen reduzierte die Vorbehandlung mit dem SSRI Fluoxetine die akuten
subjektiven Effekte von Kokain beim Menschen (Walsh et al., 1994). Die Mehrzahl
der angefihrten Studien belegt eine global inhibitorische Rolle von 5-HT bei Kokain-
induzierter Hyperaktivitdt im Tiermodell. Obwohl es Hinweise auf eine Beteiligung
des serotonergen Systems an den akuten subjektiven Effekten von Kokain beim
Menschen gibt, bedarf es erst noch weiterer Experimente, um klare Aussagen
dariber machen zu kénnen (sie auch: Walsh & Cunningham, 1997). Inwieweit die
Manipulationen des serotonergen Systems auch die Kokain-induzierte
Unterdriickung von Putz- und Fressverhalten beeinflusst, ist bisher weder im
Tiermodell noch am Menschen untersucht worden.

Eine Vielzahl von Studien untersuchte die Rolle einzelner 5HT-Rezeptoren bei den
akuten Verhaltenseffekten von Kokain. Derartige Studien sind jedoch in ihrer
Aussagekraft immer durch die Verflugbarkeit und Selektivitat der verwendeten 5HT-
Rezeptor Agonisten/Antagonisten limitiert. Die pharmakologische Stimulierung des
5-HT1a-Rezeptors fuhrte in mehreren Studien zu einer Potenzierung Kokain-
induzierter Hyperlokomotion (De La Garza & Cunningham, 2000; Carey et al., 2001,
2002). Lediglich eine Studie von Przegalifiski & Filip (1997), die eine sehr kleine
Dosis Kokain verwendete, fand eine Inhibierung. Parallel dazu berichten sowohl De
La Garza & Cunningham (2000) als auch Carey et al. (2001, 2002) eine Inhibierung
Kokain-induzierten Aufrichtverhaltens nach 5-HTia-Rezeptor Stimulierung. Carey et
al. (2002) fanden zudem, dass 5HTia-Rezeptor Stimulierung keinen Effekt auf die
Kokain-induzierte Unterdriickung des Putzverhaltens hat. Die pharmakologische
Inhibierung des 5-HTi1a-Rezeptors fihrte entweder zu einer Verringerung Kokain-
induzierter Hyperaktivitat (King et al., 1993; Carey et al., 2000, 2001, 2002) oder
hatte keinen Effekt darauf Przegalifiski & Filip 1997; Herges & Taylor, 1998). Die
Blockade des 5-HTia-Rezeptors hatte keinen Effekt auf die Kokain-induzierte
Unterdriickung von Putzverhalten (Carey et al., 2001, 2002). Die Mehrzahl der
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Befunde legt damit eine potenzierende Rolle des 5-HTi;a-Rezeptors bei Kokain-
induzierter Hyperlokomotion nahe. Das verringerte Aufrichtverhalten nach 5-HTa-
Rezeptor Stimulierung kénnte demnach durch eine Verhaltens-Kompetition zustande
gekommen sein. Die Rolle der anderen 5-HT;-Rezeptor Subtypen bei den
Verhaltenseffekten von Kokain ist weniger gut untersucht. Lediglich Castanon et al.
(2000) berichteten unter Verwendung des gemischten 5-HTig;1p-Rezeptor
Antagonisten GR 127935 eine Inhibierung Kokain-induzierter Hyperaktivitat.

Mehrere Studien mit den unspezifischen 5-HT,-Rezeptor Antagonisten Ketanserin
und Ritanserin weisen auf eine hauptsachlich potenzierende Rolle der 5-HT»-
Rezeptor Familie bei Kokain-induzierter Hyperaktivitat hin (Herges & Taylor, 1998;
O'Neil et al., 1999; McMahon & Cunningham, 2001). Diese Rolle wurde auch mit
selektiven Antagonisten fur den 5-HT.a-Rezeptor (O’'Neil et al., 1999; McMahon &
Cunningham, 2001; Fletcher et al., 2002), jedoch nicht fur den 5-HT,c-Rezeptor
(McCreary & Cunningham, 1999; Grottick et al., 2000; Fletcher et al., 2002) bestatigt.
Der unspezifische 5-HT,-Rezeptor Antagonist Ketanserin hatte allerdings keinen
Effekt auf die Kokain-induziete Hemmung des Fressverhaltens (Rapoza &
Woolverton, 1991).

Verschiedene Studien mit 5-HTs-Rezeptor Antagonisten fanden einen inhibitorischen
(Reith, 1990; van der Hoek & Cooper, 1990; Svingos & Hitzemann, 1992;
Kankaanpaa et al., 2002) oder keinen Effekt (King et al., 1994; Le et al., 1997) auf
Kokain-induzierte  Hyperaktivitit oder Kokain-induzierte Unterdrickung des
Putzverhaltens (van der Hoek & Cooper, 1990). Zudem fanden vorlaufige Studien am
Menschen eine potenzierende Rolle des 5-HTs-Rezeptors bei den akuten subjektiven
Effekten von Kokain (fir einen Uberblick siehe: Walsh & Cunningham, 1997). Die
meisten Studien unterstitzen damit die Annahme einer potenzierenden Rolle des
5-HTs-Rezeptors bei Kokain-induzierter Hyperaktivitat und moglicherweise auch bei
den akuten subjektiven Effekten von Kokain.

Auch der 5-HTs-Rezeptor spielt mdglicherweise eine potenzierende Rolle bei Kokain-
induzierter Hyperaktivitdt (Ohuoha et al., 1998; McMahon & Cunningham, 1999),
wobei fur eine definitive Aussage aber erst noch weitere Untersuchungen abgewartet
werden mussen. Zum gegenwartigen Zeitpunkt liegen noch keine Untersuchungen
zur Rolle des 5-HTs- und 5-HT7-Rezeptors und nur eine zur Rolle des 5-HTe-
Rezeptors vor, die keinen Hinweis auf eine Beteiligung gefunden hat (Frantz et al.,
2002).
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1.2.8.2 Serotonin und die akuten neurochemischen Effekte von Kokain

Die Untersuchung der physiologischen und neurochemischen Prozesse, die den
akuten Verhaltenseffekten von Kokain zugrunde liegen, ist erst seit der Entwicklung
genugend sensitiver Analysemethoden moglich. Das Ziel dabei ist es, fur jedes
Kokain-modulierte Verhalten die neurochemischen Mechanismen aufzudecken, Uber
die Kokain das jeweilige Verhalten beeinflusst. Die Untersuchung des 5-HT-Systems
spielt dabei, neben der des DA- und NA-Systems, eine wichtige Rolle, da Kokain
primar innerhalb dieser drei monoaminergen Systeme wirkt. Obwohl sich in den
letzten 10 Jahren eine relativ grol3e Zahl von Studien mit den physiologischen und
neurochemischen Effekten von Kokain im serotonergen System befasst hat, ist
angesichts der Komplexitat des Systems die Datendecke noch immer relativ dinn.
Kokain ist ein potenter Ligand des SERT und blockiert so die Wiederaufnahme von
ausgeschuttetem 5HT aus dem Extrazellularraum (Koe, 1976; Ritz et al., 1990). Der
daraus resultierende Anstieg in der extrazellularen 5-HT-Konzentration hat eine
Reihe weiterer Effekte. Ein Anstieg des extrazellularen 5-HT im Bereich serotonerger
Zellkorper, bedingt durch die Kokain-Bindung an somatodendritisch lokalisierte
SERTs (Reith et al., 1983), fuhrt zur vermehrten Aktivierung somatodendritischer
5-HTia-Autorezeptoren (Sprouse & Aghajanian, 1987; Rutter et al., 1995), was
wiederum zu einer Inhibierung der Feuerfrequenz serotonerger Neurone (Pitts &
Marwah, 1986, 1987; Lakoski & Cunningham, 1988; Cunningham & Lakoski, 1990)
und zu einer verringerten 5-HT-Synthese (Galloway, 1990) fuhrt. Paradoxerweise
wurde, trotz verringerter Feuerfrequenz serotonerger Neurone, auch ein Anstieg der
extrazellularen 5-HT-Konzentration in den Terminalgebieten beobachtet. Der SERT
wurde in weiten Teilen des ZNS gefunden (Sur et al., 1996), die damit alle potentielle
Orte eines Kokain-induzierten 5-HT-Anstieges sind. Bis zum gegenwartigen
Zeitpunkt ist ein Anstieg der 5HT-Konzentration aber lediglich im DRN (Parsons &
Justice, 1993), in der VTA (Parsons & Justice, 1993; Chen & Reith, 1994; Reith et
al.,, 1997), im Thalamus (Rutter et al., 1998), im Striatum (Bradberry et al., 1993) und
im Nac (Parsons & Justice, 1993; Essman et al., 1994; Teneud et al., 1996; Andrews
& Lucki, 2001) nachgewiesen (Abb. 1). Ein Anstieg des extrazellularen 5HT in den
Terminalregionen bewirkt eine verstarkte Aktivierung der 5-HT-Rezeptoren, was
einerseits einen direkten Einfluss auf Verhalten haben kann (siehe: 1.2.7.),
andererseits kann es aber auch zu einem Anstieg der extrazellularen Konzentration

anderer Transmitter fuhren (z.B. Parsons & Justice, 1993; Izumi et al., 1994).
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Einzelne Komponenten des serotonergen Systems konnen so auch den Kokain-
induzierten Anstieg der extrazellularen DA-Konzentration, der bisher als ,conditio
sine qua non“ fur die akuten Verhaltenseffekte von Kokain angesehen wurde (Di
Chiara & Imperato, 1988; Kuhar et al., 1991; Koob, 1992; Woolverton & Johnson,
1992; Di Chiara, 1995; Wise, 1998), modulieren. So kann der Kokain-induzierte
Anstieg der extrazellularen DA-Konzentration im Nac durch die 5-HT-Vorstufe L-
Tryptophan oder den SSRI Alaproclate, nicht aber durch den SSRI Fluoxetine (Clark
et al., 1996) geblockt werden (Molina et al., 2001; Czoty et al., 2002). Ebenfalls die
Vorbehandlung mit verschiedenen 5-HT3-Rezeptor Antagonisten kann den DA-
Anstieg im Nac und im Striatum blocken (McNeish et al., 1993; Kankaanpéaa et al.,
1996, 2002; siehe aber auch: Cervo et al, 1996). Dagegen hatten die
Vorbehandlungen mit einem MAO-Hemmer (Pepper et al., 2001), einem 5HToa2c-
Rezeptor Agonisten (Willins & Meltzer, 1998) keinen, bzw. mit einem 5-HTig/a-
Rezeptor Agonisten (Parsons et al.,, 1999) einen potenzierenden Effekt auf den
Kokain-induzierten Anstieg der extrazellularen DA-Konzentration. Wie sich die
Manipulation einzelner Komponenten des serotonergen Systems auf den Kokain-
induzierten Anstieg der extrazellularen 5-HT-Konzentration auswirken, ist bisher
jedoch noch nicht untersucht worden. Den zum Teil bereits gut charakterisierten
Effekten serotonerger Manipulationen auf die akuten Verhaltenseffekte von Kokain
steht eine komplette Wissensliicke Uber die neurochemische Mediierung dieser

Effekte innerhalb des serotonergen Systems gegenuber.

1.2.8.3 Serotonin und die Langzeiteffekte von Kokain

Eine Beteiligung des serotonergen Systems wurde sowohl fur die Verstarkereffekte
von Kokain (Peletier & Schenk, 1990; Carroll et al., 1990; Aronson et al., 1995; Sora
et al, 2001; Czoty et al, 2002) als auch fur die diskriminativen
Stimuluseigenschaften gezeigt (Walsh & Cunningham, 1997). Obwohl fur die
Entwicklung von Sensitivierung zumeist Aminosauretransmitter  verantwortlich
gemacht werden (Kalivas et al., 1993; Wolf, 1998), konnte auch eine Beteiligung des
serotonergen Systems nachgewiesen werden (De La Garza & Cunningham, 2000;
King et al., 2000; Przegalifiski et al., 2002a). Cunningham et al. (1992) konnten
zeigen, dass nach chronischer Kokain-Gabe die inhibitorische Wirkung von Kokain

auf die Feuerfrequenz serotonerger Neurone im DRN deutlich erhdht war, ebenso
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wie die Zahl der SERTSs in den Terminalgebieten serotonerger Projektionen. Zudem
wurde eine verringerte Liganden-Bindung an 5HTia-Rezeptoren gefunden, was von
den Autoren als eine Modifikation der 5-HT-Autoregulation interpretiert wurde
(Cunningham et al., 1992). Auf funktionaler Ebene konnte gezeigt werden, dass nach
chronischer Kokain-Gabe der Anstieg der extrazellularen 5-HT-Konzentration im Nac

und in der VTA nach einer Kokain-Injektion gegenlber Kontrollen deutlich erhéht war
(Parsons & Justice, 1993).

Abb. 1 Die akuten neurochemischen Effekte von Kokain im Rattenhirn. Das obere
Schema zeigt einen Transversalschnitt durch ein Rattenhirn. Fir alle schattierten
Areale wurde bereits ein Anstieg der extrazellularen Serotonin (5-HT)-Konzentration
nach Kokain gezeigt. Das untere Schema illustriert die Wirkung von Kokain an der
serotonergen Synapse. Kokain bindet am 5-HT-Transporter (SERT) und blockiert so
die Wiederaufnahme von 5HT (helle Kreise) aus dem synaptischen Spalt, was zu
einem Anstieg der extrazellularen 5-HT-Konzentration fuhrt (DRN/MRN — Nucleus
Raphe“dorsalis und medianus; Hipp - Hippocampus, Str — Striatum; Nac — Nucleus
accumbens; Thal — Thalamus; VTA — ventrales tegmentales Areal).
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1.3 Der Nucleus accumbens

Der Nac ist nicht nur eine zentrale anatomische Struktur fur die Mediierung von
Verstarkereffekten und Effekten von Suchtdrogen auf Verhalten, sondern er
unterliegt auch einem starken serotonergen Einfluss. Die serotonergen Effekte von
Kokain im Nac sind damit eine mdgliche neurochemische Basis flr die Modulation

der Verhaltenseffekte von Kokain.

1.3.1 Anatomie des Nucleus accumbens

Der Nac befindet sich ventral des Nucleus caudatus und lateral des medialen
Septums und des diagonalen Bandes von Broca. Wegen seiner anatomischen Lage
und Verschaltungen wird er zum ventralen Striatum gezahlt (Heimer & Van Hoesen,
1979). Heimer & Wilson (1975) hatten postuliert, dass der gesamte Neo- und
Allokortex, Uber Projektionen zum Striatum, Einfluss auf die Basalganglien ausubt.
Den Projektionen des Neokortex zum dorsalen Striatum hatten sie Projektionen des
Allokortex zum ventralen Striatum gegenubergestellt. Das ventrale Striatum und
ventrale Pallidum (VP) wurden als Komponenten eines zweiten motorischen
Parallelschaltkreises angesehen, dessen Funktion es sein sollte, den emotionalen
und motivationalen Zentren im ZNS einen Zugriff auf die Organisation von Motorik zu
ermoglichen (Heimer et al., 1982). Der Nac wurde dabei als funktionale Schnittstelle
zwischen ,Motivation und Aktion* postuliert (Mogenson et al.,1980).

Der Nac kann histochemisch in drei Subareale unterteilt werden: in die Core-Region,
die Shell-Region und in den rostralen Pol (Groenewegen & Russchen, 1984;
Zaborsky et al.,, 1985). In der Shell-Region fand man eine dichte serotonerge und
dopaminerge Innervierung und hohe cholinerge und Substanz P-erge Aktivitéat, aber
nur eine moderate enkephalinerge Aktivitat. Im Gegensatz dazu zeigte die Core-
Region eine geringere Dichte der serotonergen und dopaminergen Innervierung
sowie weniger cholinerge und keine enkephalinerge Aktivitat. Im rostralen Pol fand
man groRe Gebiete mit hoher enkephalinerger Aktivitat, jedoch nur geringer
serotonerger, dopaminerger, cholinerger und Substanz P-erger Innervierung
(Groenewegen et al.,, 1991; Deutch & Cameron, 1992; Van Bockstaele & Pickel,
1993; Meredith et al., 1995).
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1.3.1.1 Afferenzen und Efferenzen des Nucleus accumbens

Der Nac erhalt subkortikale Afferenzen aus dem Subiculum des Hippocampus, der
Amygdala, dem Thalamus, dem Hypothalamus, dem VP, der Substantia innominata,
dem Nucleus subthalamicus, der VTA, dem LC und dem DRN. Zu diesen
subkortikalen Eingangen in den Nac kommen noch Projektionen aus verschiedenen
kortikalen Gebieten hinzu. Kortikale Afferenzen stammen aus dem cingularen, dem
insularen, dem infralimbischen und dem piriformen Kortex (Groenewegen et al.,
1980, 1991; Zahm & Brog, 1992; Pennartz et al.,1994).

Die Efferenzen des NAc konnen in limbische Strukturen innervierende und
Basalganglien innervierend Komponenten unterteilt werden. Zahm & Heimer (1990)
postulierten zwei transpallidale Projektionswege bei der Ratte, die im Nac ihren
Ursprung haben. Zum einen sind dies Projektionen zum ventromedialen Anteil des
VP. Vom ventralen VP ziehen dann Projektionen zur VTA, dem Thalamus und zum
Hypothalamus. Diese Projektionen werden auch als ,ventromediale Achse*”
bezeichnet. Zum anderen gibt es Projektionen zum dorsolateralen VP, die als
sventrolaterale Achse” bezeichnet werden. Vom dorsolateralen VP ziehen dann
Projektionen zur SN und dem Nucleus subthalamicus (Zahm & Heimer, 1990;
Zaborszky & Cullinian, 1992; Zahm, 2000). Dartber hinaus sind aber auch direkte
Projektionen aus dem Nac zur SN, in die VTA, und in den Hypothalamus
beschrieben worden (Pennartz et al., 1994). Die Core- und Shell-Regionen des Nac
unterscheiden sich nicht nur histochemisch, sondern auch in Bezug auf ihre
Afferenzen und Efferenzen. Wahrend die Core-Region Bestandteil der Schleife
pralimbischer Kortex - Nac (Core) - dorsolaterales VP - Nucleus subthalamicus —
pramotorischer Kortex ist, bt die Shell-Region ihren Einfluss eher auf subkortikale

motorisch assoziierte Areale aus.

1.3.2 Neuronale Aktivitat im Nucleus accumbens

Auf zellularer Ebene findet man im Striatum etwa 90% mittelgrof3e Spine-besetzte
Projektionsneurone (engl.: medium spinal projection neurons, MSN), die GABA/
Enkephalin oder GABA/Substanz P als Transmitter verwenden. Die restlichen
Neurone sind cholinerge, GABAerge und Somatostatin/Neuropeptid Y-positive
Interneurone (Bolam & Bennett, 1995). Bei den dopaminergen und serotonergen

Projektionen in den Nac bzw. bei cholinergen Interneuronen geht man davon aus,
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dass diese den Arbeitszustand der MSN regulieren, also modulatorisch wirken (Di
Chiara et al., 1994; Descarries & Umbriaco, 1995). In-vivo zeigen die MSN im Nac
eine mittlere bis geringe Ruheaktivitat, die bei Wachheit und REM-Schlaf am
hochsten ist. Das Ruhepotential der Neurone ist mit -70 bis -85 mV relativ stark
negativ. Die Summe der exzitatorischen postsynaptischen Potentiale muss eine
Differenz von 25-35 mV Uberwinden, um ein Aktionspotential auszulésen, was mehr
ist, als in den meisten anderen Hirnarealen. Es entspricht etwa der gleichzeitigen
Aktivitat von 16-46 glutamatergen Eingangen. Dabei nimmt man an, dass immer
ganze neuronale Ensembles erregt werden und aktiv sind (Pennartz et al.,1994). Die
MSN verfugen Uber lange und kurze inhibitorisch wirkende Axonkollateralen der
Projektionen, die den Nac verlassen. Die kurzen Axonkollateralen terminieren
innerhalb eines neuronalen Ensembles, wobei man annimmt, dass dadurch ein
Angleichen der neuronalen Aktivitat innerhalb eines Ensembles stattfindet. Die
langen Axonkollateralen dagegen verlassen das jeweilige neuronale Ensemble und
terminieren in benachbarten Ensembles, wodurch es zu einer kompetitiven
Hemmung benachbarter Ensembles kommen kann (Pennartz et al.,, 1994), was
maoglicherweise die anatomische Basis fir eine Kompetition auf Verhaltensebene
darstellt.

Die Ableitung einzelner Neurone im Nac bei Primaten ergibt ein vielfaltiges Bild der
Aktivitat. Rolls & Williams (1988) fanden Neurone, die auf neutrale visuelle Stimuli,
visuelle Stimuli mit emotionaler Signifikanz und mit Verstarkern assoziierte Stimuli
reagierten und Neurone, die bei somatosensorischer Stimulierung aktiv waren. Bei
den Neuheit- und Verstarker-bezogenen Antworten der Neurone nimmt man an, dass
es sich um Aktivitdten handelt, die durch Amygdala- und Hippocampus-Projektionen
in den Nac induziert werden (Williams et al., 1993). O’'Donell & Grace (1995) fanden,
dass die Aktivierung der Nac-Eingange aus dem Hippocampus, jedoch nicht der
Eingange aus der Amygdala, die MSN in einen depolarisierten und damit aktivierten
Zustand bringen. Projektionen aus dem Subiculum des Hippocampus und der
Amygdala konvergieren auf denselben Neuronen im Nac, die zugleich der
dopaminergen Modulation aus der VTA unterliegen (DeFrance et al., 1980; Yim &
Mogenson, 1982; Boeijinga et al., 1993; Yang & Mogenson, 1984, 1985, 1986;
Sesack & Pickel, 1990; Mulder et al., 1996; Kalivas & Duffy, 1997). Parallel dazu
modulieren aber auch glutamaterge Projektionen aus dem Hippocampus (Brudzynski
& Gibson, 1997) und der Amygdala (Jackson & Moghaddam, 2001) die DA-Aktivitat
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im Nac. Ein gro3er Teil der Neurone im Nac reagiert auf sensorische Stimuli, wobei
wieder ein grof3er Teil davon durch VTA-Stimulierung seine Antwort verandert (West
& Michael; 1990).

1.3.3 Der Nucleus accumbens und das Belohnungssystem des ZNS

Verschiedene Studien bringen den Nac in Zusammenhang mit der Adaptation von
Verhalten (Wilson, 1983; Fantin & Bottechina, 1984; Schwarting & Carey, 1985;
Pennartz et al., 1993). Neuere Konzepte weisen dem Nac dabei eine zentrale
Position im Belohnungssystem des ZNS zu (Gardner, 1997; Wise, 1998; Spanagel &
Weiss, 1999). Innerhalb des Belohnungssystems projizieren Verstarkerneurone der
.ersten Stufe®, die sich diffus verteilt im anterioren Vorderhirn befinden, Uber das
MFB auf Neurone in der VTA. Die dopaminergen Neurone der VTA werden als
Verstarkerneurone der ,zweiten Stufe® bezeichnet und projizieren ebenfalls Uber
Fasern im MFB zum Nac. Innerhalb dieses Belohnungssystems nehmen die
Projektionsneurone des Nac die Rolle von Verstarkerneuronen der ,dritten Stufe” ein,
die GABAerg ins VP projizieren, wo sich die Verstarkerneurone der ,vierten Stufe®
befinden (Gardner, 1997; Wise, 1998; Spanagel & Weiss, 1999). Die Aktivitat der
einzelnen Stufen innerhalb des Belohnungssystems ist dabei entscheidend fir den
Einfluss, den ein konditionierter oder unkonditionierter Stimulus auf die
Auftrittswahrscheinlichkeit eines bestimmten Verhaltens hat (Huston, 1975; Milner,
1991; Hasenohrl et al., 2002). Besondere Bedeutung wurde dabei der dopaminergen
Projektion von der VTA zum Nac beigemessen. Die urspringliche Annahme, dass
das dopaminerge Signal im Nac den hedonischen Tonus im ZNS bzw. ein Anstieg im
Nac DA den Belohnungswert eines Stimulus kodiert (Wise, 1980; 1994; Wise &
Bozarth, 1987, Wise & Rompre, 1989), gilt mittlerweile als zu starke Abstraktion
(Salamone, 1994, 1996; Salamone et al., 1997; Hollerman & Schultz, 1998; Schultz,
1998, 2000; Salamone & Correa, 2002). Im Gegensatz zur dopaminergen
Innervierung des dorsalen Striatums, die eine wichtige Rolle bei konsumatorischem
Verhalten spielt, ist DA im Nac vor allem bei approximativem Verhalten von
Bedeutung (Robbins et al.,, 1989; Robbins & Everitt, 1992), wobei es eher eine
.energetisierende” Funktion hat, die den Einflul3 sensorischer Stimuli auf die
Auftrittswahrscheinlichkeit eines bestimmten Verhaltens erhoht (Robinson &
Berridge, 1993; Di Chiara et al., 1994; Cousins & Salamone, 1996; Di Chiara, 2002;
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Salamone & Correa, 2002). Insbesondere die Interaktion zwischen den
dopaminergen Projektionen aus der VTA und den glutamatergen Projektionen spielt
bei der Regulierung lokomotorischer Aktivitat durch den Nac eine bedeutende Rolle
(Swanson & Kalivas, 2000). Sowohl die pharmakologische Stimulierung des
Subiculums als auch eine Glutamat-Applikation in den Nac fuhren zu erhéhter
lokomotorischer  Aktivitat, die durch  DA-Entleerung des Nac mittels
6-Hydroxydopamine (6-OH-DA) oder Glutamat-Antagonismus im Nac geblockt
werden kann (Mogenson & Nielsen, 1984; Burns et al.,, 1994; Wu & Brudzynski,
1995). Es konnte gezeigt werden, dass der Einfluss des Nac auf lokomotorische
Aktivitat Uber die GABAergen Projektionen des Nac ins VP mediiert wird (Mogenson
& Nilesen, 1983). Neben den glutamatergen und dopaminergen Projektionen
modulieren aber auch serotonerge Projektionen die Aktivitit der GABAergen
Neurone des Nac (Van Bockstaele & Pickel, 1993; White et al., 1993; Van
Bockstaele et al., 1996; Brown & Molliver, 2000).

1.3.4 Der Nucleus accumbens und Kokain

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die akuten Verhaltenseffekte einer
systemischen Kokain-Injektion durch die Applikation von Kokain in den Nac simuliert
werden konnen, was darauf hinweist, dass der Nac eine zentrale Rolle bei den
akuten Verhaltenseffekten von Kokain spielt (Kelly & Iversen, 1976; Delfs et al.,
1990; lkemoto, 2002). Kokain blockiert nach lokaler Applikation in den Nac die
Wiederaufnahme von DA, 5-HT und NA in die Prasynapse und erhoht so die
extrazellulare Konzentration der jeweiligen Transmitter (z.B. Reith et al., 1997;
Andrews & Lucki, 2001), die ihrerseits mit anderen Transmittersystemen
interagieren. Neben einer erhohten extrazellularen DA-, 5-HT- und NA-Konzentration
hat man im Nac nach Kokain auch erhthte Konzentrationen von ACh (Consolo et al.,
1999), Glutamat (Smith et al., 1995; Reid et al., 1997; siehe aber auch: Robinson et
al., 1995), Aspartat (Smith et al., 1995), Endorphin (Olive et al., 2001) und
Cholecystokinin  (Beinfeld et al., 2002) gefunden. Uber einen Anstieg der
extrazellularen Transmitterkonzentration wird die neuronale Aktivitat der MSN im Nac
moduliert (White, 1990; White et al., 1993). Dabei hat man lange Zeit den Anstieg der
DA-Konzentration im Nac fur die akute Hyperaktivitdit nach Kokain verantwortlich

gemacht (Rothman et al., 1992). Mittlerweile gilt es als erwiesen, dass auch die
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glutamatergen Projektionen in den Nac fir die akuten Verhaltenseffekte von Kokain
eine bedeutende Rolle spielen (Pulvirenti et al., 1989, 1991; Kaddis et al., 1993;
Karler et al., 1994; Robinson et al., 1995; Kim et al., 1996), wobei Glutamat auch den
DA-Anstieg im Nac nach Kokain beeinflussen kann (Pap & Bradberry, 1995). Andere
Studien haben zudem eine wichtige Rolle der serotonergen Innervierung des Nac fir
die akuten Verhaltenseffekte von Kokain berichtet. Kokain-induzierte Hyperaktivitat
kann nicht nur durch die systemische Applikation verschiedener 5-HT-Rezeptor
Agonisten und Antagonisten moduliert werden (siehe 1.2.8.1.), sondern auch durch
eine lokale Applikation in den Nac (McMahon et al., 2001; Filip & Cunningham, 2002;
Herges & Taylor, 2000; Przegalifiski et al., 2002b). Verschiedene Autoren gehen
davon aus, dass Kokain und andere Suchtdrogen ihre Wirkung auf Verhalten
innerhalb des ,natirlichen” Belohnungssystems entfalten, wobei haufig die
dopaminerge Projektion von der VTA zum Nac als priméarer Angriffspunkt far
Suchtdrogen gesehen wird (Di Chiara & Imperato, 1988; Koob, 1992; Wise, 1998;
Spannagel & Weiss, 1999; Di Chiara, 2002; Everitt & Wolf, 2002; Volkow et al., 2002;
siehe aber auch: Bardo, 1998; Carelli et al., 2000). Ob die neurochemischen Effekte
von Kokain im Nac fur die akuten euphorischen Effekte und die Verstarkerwirkung
von Kokain verantwortlich sind, gilt jedoch als umstritten (Pettit et al., 1984,
Tzschentke, 1998; McBride et al., 1999).

1.4 Der Hippocampus

Der Hippocampus ist im Zusammenhang mit Kokain eine bisher nur wenig
untersuchte Struktur. Dennoch stellt er aufgrund seiner Verschaltungen, d.h. als ein
wichtiger Eingang in den Nac und damit in den Belohnungsschaltkreis des ZNS, und
aufgrund seiner intensiven serotonergen Innervierung eine mogliche anatomisch-

neurochemische Basis fur die Verhaltenseffekte von Kokain dar.

1.4.1 Anatomie des Hippocampus

Der Hippocampus kann grob in sechs verschiedene Regionen unterteilt werden: in
den Gyrus dentatus, das Cornu ammonis, das Subiculum, das Prasubiculum, das
Parasubiculum und den entorhinalen Kortex. Das Cornu ammonis (CA) kann dabei
noch in drei Untereinheiten (CAl1, CA2 und CAS3) unterteilt werden. Der Gyrus
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dentatus erhalt seinen Haupteingang Uber den Tractus perforans vom entorhinalen
Kortex. Die Kornerzellen des Gyrus dentatus projizieren topographisch organisiert
Uber Moos-Fasern zur CA3-Region des Hippocampus. Die Pyramidenzellen der
CA3-Region senden Axonkollateralen, die als Schaffer-Kollateralen bezeichnet
werden, zu anderen CA3-Zellen, zu CA2-Zellen und in die CAl-Region. Von der
CA1l-Region ziehen Projektionen zurlick zum entorhinalen Kortex und zum
Subiculum. Die Projektionen vom entorhinalen Kortex bis zur CA1-Region benutzen
Glutamat als Transmitter und verlaufen zum grof3ten Teil transvers zur La&ngsachse
des Hippocampus. Das Subiculum ist der Ursprungsort der meisten subkortikalen
Projektionen des Hippocampus. Vom entorhinalen Kortex und anderen
parahippocampalen Arealen ziehen Projektionen zu den Kkortikalen Arealen, aus
denen der enthorhinale Kortex Afferenzen erhalt. Fir eine detaillierte Beschreibung
der intrinsischen und extrinsischen Verschaltungen des Hippocampus sei an dieser
Stelle auf die Ubersichtsarbeiten von Bayer (1985), Swanson et al. (1987), Amaral &
Witter (1989), Heimer (1995) und Johnston & Amaral (1998) verwiesen.

1.4.1.1 Afferenzen und Efferenzen des Hippocampus

Der Hippocampus erhalt Afferenzen aus einer Vielzahl unterschiedlicher Strukturen:
aus verschiedenen kortikalen Arealen, der Amygdala, dem medialen Septum, dem
diagonalen Band von Broca, dem Thalamus, aus supramamillaren Regionen und aus
mesencephalen Kerngebieten, wie dem MRN/DRN, dem LC und der VTA. Die
meisten kortiko-hippocampalen Fasern terminieren im entorhinalen Kortex. Einige
dieser Kortizes sind multimodale Konvergenzareale, die auch zu parahippocampalen
Arealen projizieren. Da der entorhinale Kortex auch Rezipient olfactorischer
Informationen aus dem Bulbus olfactorius und dem Kortex ist, nimmt man an, dass
der Hippocampus Uber den enthorhinalen Kortex hochgradig verarbeitete
Informationen aus allen Sinnesmodalitéaten erhalt (Jones, 1993). Zudem erhélt der
Hippocampus substantielle Eingdnge aus verschiedenen Kernen der Amygdala und
des Thalamus. Ein anderer Eingang in den Hippocampus hat seinen Ursprung im
medialen Septum und im diagonalen Band von Broca. Projektionsfasern ziehen tber
die Fimbria/Fornix zum Hippocampus und sind verantwortlich fur die cholinerge
Innervierung des Hippocampus. Allerdings ziehen vom basalen Vorderhirn auch

GABAerge und Substanz P-erge Projektionen zum Hippocampus. Diese
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Projektionen terminieren in der Fascia dentata und dem CA. Projektionen aus
supramamillaren Regionen ziehen Uber die Fornix zur Fascia dentata und zur
CA3-Region. Der gesamte Hippocampus ist unter serotonergem Einfluss (Parent et
al.,, 1984; Swanson et al., 1987; Jacobs & Fornal, 1999). Im Gegensatz zum Nac
unterliegt der Hippocampus jedoch nur einem geringen dopaminergen Einfluss.
Serotonerge Projektionen erreichen den Hippocampus aus dem DRN und MRN
(Mokler et al., 1998). Diese Projektionen terminieren dabei sowohl an den
Prinzipalzellen als auch an GABAergen Interneuronen im Hippocampus (Freund et
al.,, 1990; Freund & Gulyas, 1997; Gulyas et al., 1999). Die zellularen Effekte von
5-HT im Hippocampus sind sehr vielfaltig und hédngen zum einen vom Neuronentyp
und zum anderen von der Unterregion des Hippocampus ab (Andrade & Nicoll, 1987;
Colino & Halliwell, 1987; Sprouse & Aghajanian, 1987; Ropert, 1988; Segal et al.,
1989; Richter-Levin & Segal, 1990; Segal, 1990a).

Die Efferenzen des Hippocampus kdnnen nach ihren Zielgebieten unterteilt werden
in: Efferenzen des CA, subiculare Anteile des Fornix und nicht-fornikale Efferenzen.
Prakommissurale Fornix-Fasern, die ihren Ursprung in allen Gebieten des CA haben
und vermutlich Glutamat als Transmitter benutzen, terminieren im lateralen Septum.
Das laterale Septum projiziert seinerseits GABAerg zum medialen Septum, welches
ein Ursprungsgebiet der cholinergen Innervierung des Hippocampus ist. Die
prakommissuralen Fornix-Fasern, die ihren Ursprung im Subiculum haben,
projizieren zum Nac, wo sie auf den MSN und auf cholinergen Interneuronen
terminieren (Meredith & Wouterlood, 1990; Sesack & Pickel, 1990). Die Projektion
vom Subiculum zum Nac stellt dabei eine bedeutende Verbindung zwischen dem
limbischen System und den motorischen Schaltkreisen im ZNS dar (Mogenson et al.,
1980). Andere Fornix-Fasern ziehen vom Subiculum zum anterioren olfactorischen
Nucleus, zum prakommissuralen Hippocampus und zum medialen Frontalkortex. Der
postkommissurale Fornix enthalt neben hippocampalen Afferenzen nur Fasern, die
aus dem Subiculum stammen. Die meisten dieser subicularen Efferenzen
terminieren in den Mamillarkdrpern, im Thalamus und im Hypothalamus. Neben
diesen Verbindungen fand man massive reziproke Projektionen vom Subiculum in
den benachbarten entorhinalen Kortex. Uber den entorhinalen und perirhinalen
Kortex ist der Hippocampus reziprok mit einer Vielzahl kortikaler Areale verbunden
(Jones, 1993).
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1.4.2 Die Funktion des Hippocampus

Der Hippocampus ist eng mit der Generierung lokomotorischer Aktivitat verbunden,
wobei eine Lasion des Hippocampus zu erhohter Lokomotion fiihrt (Campbell et al.,
1971; Caine et al.,, 2001). Die pharmakologische Modulierung des Hippocampus
mittels Nmethyl-D-Aspartat (NMDA; Brudzynski & Gibson, 1997; Bardgett & Henry,
1999; Bast et al.,, 2001a; Zhang et al.,, 2002), GABAa-Antagonisten (Bast et al.,
2001b), aber auch mit ACh-Agonisten (Shen et al, 1995) kann ebenfalls
Hyperlokomotion auslosen, wogegen GABAAa-Agonisten Hypolokomotion induzieren
(Bast et al., 2001b). Es konnte zudem gezeigt werden, dass hippocampal induzierte
Hyperlokomotion Uber Projektionen zum Nac mediiert wird (Mogenson & Nielsen,
1984; Shen et al., 1995). Hyperlokomotion konnte auch durch die intra-hippocampale
Applikation von 5-HT oder eines MAO-Blockers, der die extrazellulare 5-HT-
Konzentration im Hippocampus erhoht, ausgelost werden (Takahashi et al., 2000,
2002; siehe aber auch: Shim et al., 1997). Diese Befunde stiitzen nicht nur die Rolle
des Hippocampus bei der Generierung von lokomotorischer Aktivitat, sondern auch
die Bedeutung der serotonergen Innervierung des Hippocampus.

Eine besondere Rolle wird dem Hippocampus bei Lern- und Gedéachtnisprozessen
(Squire & Knowlton, 1995; Eichenbaum, 1997; McGaugh, 2000), bei der klassischen
Konditionierung (Anagnostaras et al.,, 2001; Bast et al.,, 2001c), aber auch bei
Belohnungs- und Verstarkungsprozessen (Schmelzeis & Mittelman, 1996;
Zimmermann et al., 1997) zugeschrieben. Der Hippocampus innerviert den Nac und
die VTA durch glutamaterge Projektionen (Kelley & Domesick, 1982; DeFrance et al.,
1980; Yang & Mogenson, 1984, 1985; Groenewegen et al.,, 1987) und moduliert
damit die Aktivitat in zwei zentralen Strukturen des Belohnungsschaltkreises
(Brudzynski & Gibson, 1997; Legault & Wise, 1999; Legault et al., 2000). Frihe
Studien haben gezeigt, dass intrakraniale Selbststimulation (ICSS) auch im
Hippocampus auslosbar ist, wobei jedoch starke Unterschiede zwischen den
einzelnen Substrukturen des Hippocampus beobachtet wurden (Ursin et al., 1966).
Van der Kooy et al. (1977) konnten zeigen, dass ICSS im Hippocampus von der
serotonergen, nicht jedoch von der noradrenergen Innervierung abhangt. Man nimmt
zudem an, dass der Hippocampus Informationen Uber die raumliche Komponente
(Selden et al., 1991; Wilkinson et al., 1996) und Uber den verhaltensaktivierenden

Wert eines natirlichen oder sekundaren Verstarkers oder eines konditionierten
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aversiven Stimulus (Schmelzeis & Mittelman, 1996; Hitchcott & Phillips, 1997) in den
Belohungsschaltkreis des ZNS projiziert.

Im Hippocampus der Ratte wurden Zellen gefunden, welche die Umwelt des
Organismus kodieren kdnnen, die sogenannten ,place cells* (Ranck, 1973; O’Keefe,
1976). Der Hippocampus ist damit in der Lage, eine ,kognitive Landkarte” seiner
Umgebung anzulegen, in der die komplexen Beziehungen zwischen verschiedenen
Stimuli kodiert werden konnen (O’Keefe & Nadel, 1978). Die Aktivitat der Zellen ist
dabei nicht nur von der jeweiligen Umgebung abhangig, sondern auch davon, mit
welcher Geschwindigkeit sich der Organismus durch diese Umgebung bewegt
(Eichenbaum & Cohen, 1988). Eine Erweiterung der Annahme, dass der
Hippocampus assoziative Verbindungen zwischen nicht kontingenten Reizen
herstellt, bezieht diese Funktion nicht mehr nur auf topographische Gegebenheiten,
sondern auch auf zeitliche Ereignisse (Wallenstein et al., 1998). Neben der Aktivitat
anderer Transmitter ist auch die 5-HT-Ausschittung bei hippocampal mediierter
Plastizitat erhoht (Stancampiano et al.,, 1999). In grundlegenden Studien zur
neuronalen Plastizitdt konnte gezeigt werde, dass die Prasenz von 5-HT eine
wichtige Voraussetzung ist (z.B. Bailey et al., 1996; Byrne & Kandel, 1996; Milner et
al., 1998; Casadio et al., 1999), um die Reaktivitat hippocampaler Neurone
gegenuber afferenten Eingdngen zu modulieren (Richter-Levin & Segal, 1988;
Norman et al., 2001). Innerhalb des Hippocampus geht man davon aus, dass die
tonische Aktivierung des 5HTia-Rezeptors fiur den Erhalt der neuronalen Plastizitat
hippocampaler Neurone unabdingbar ist (Azmitia & Withaker-Amitia, 1999). Fehlen
5-HT;a-Rezeptoren, wie z.B. bei 5HTia-Rezeptor knock out Mausen (Sarnyai et al.,
2000), oder kommt es zur Uberaktivierung hippocampaler 5-HTia-Rezeptoren (Carli
et al.,, 1992, 1995a; Carli & Samanin, 1992), werden Defizite beim hippocampal
mediierten Lernen beobachtet.

1.4.3 Der Hippocampus und Kokain

Die Rolle des Hippocampus bei den Verhaltenseffekten von Kokain ist bisher nur
wenig untersucht worden. Die starke serotonerge und noradrenerge Innervierung des
Hippocampus und der Nachweis von SERT und NAT im Hippocampus (Sur et al.,
1996), machen neurochemische Effekte von Kokain im Hippocampus sehr

wahrscheinlich. Dementsprechend konnte bisher gezeigt werden, dass Kokain die
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extrazellulare NA-Konzentration im Hippocampus bei der frei beweglichen (Florin et
al.,, 1994, 1995), nicht jedoch bei der anasthetisierten (Thomas et al., 1994), Ratte
erhoht. Imperato et al. (1993, 1996) fanden zudem einen Anstieg der extrazellularen
ACh-Konzentration im Hippocampus von Méausen und Ratten nach Kokain-Gabe. Die
Effekte von Kokain auf die extrazellulare 5HT-Konzentration im Hippocampus sind
bisher nicht untersucht. Neben den Effekten auf die extrazellulare
Transmitterkonzentration veradndert Kokain auch die zellulare Aktivitat und die
neuronale Plastizitdt im Hippocampus (Jahromi et al., 1993; Rector et al., 1993;
Smith et al., 1993; Onaivi et al., 1996; Ye et al., 1997).

Die Beteiligung des Hippocampus an den Langzeiteffekten von Kokain ist bisher
umstritten. So fand man nach Lasion des Subiculums nur subtile Effekte auf die
Kokain-Selbstverabreichung bei Ratten (Caine et al., 2001). Dagegen flihrte die
elektrische Stimulierung des Hippocampus (theta-Stimulierung) zum
Wiedereinsetzen von Kokain-Suchverhalten wahrend einer Extinktions-Phase (Vorel
et al., 2001). Uber seine Projektionen zum Nac kann der Hippocampus Einfluss auf
motorische Aktivitdt nehmen. Die Kokain-induzierte Aktivierung des Hippocampus

konnte so auch an den akuten Verhaltenseffekten von Kokain beteiligt sein.

1.5 Ziele und Fragestellungen

Das Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Rolle des 5-HTi5-Rezeptors bei den
akuten neurochemischen- und Verhaltenseffekten von Kokain. Bisher nahm man an,
dass akute Kokain-induzierte Hyperaktivitat durch den Nac mediiert wird (Kelly &
Iversen, 1976; Delfs et al., 1990; Ikemoto, 2002). Weiterhin ging man bisher davon
aus, dass insbesondere der Anstieg der extrazellularen DA-Konzentration im Nac ein
essentieller Mechanismus dafir ist (siehe 1.1.5.). Ausgehend von den
Beobachtungen von Carey et al. (1998, 2000), die gezeigt haben, dass Kokain-
induzierte Hyperaktivitat durch pharmakologische Blockade des 5-HTia-Rezeptors
gehemmt werden kann, sollte in Experiment | untersucht werden, ob diese
Verhaltensinhibierung durch eine veranderte dopaminerge Antwort im Nac mediiert
wird. Dazu wurde wie in allen anderen Experimenten die Methode der in-vivo
Mikrodialyse an frei beweglichen Ratten benutzt, die es ermdglicht, sowohl den
zeitlichen Verlauf der extrazellularen Transmitterkonzentration im Nac bzw. in den

weiterfihrenden  Experimenten 1I-IV. auch im Hippocampus, als auch die
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Verhaltensaktivitat vor und nach pharmakologischer Behandlung zu messen. Das
Messen der Verhaltensaktivitat sollte dabei zur Uberpriifung der Verhaltensbefunde
von Carey et al. (1998, 2000) dienen und zugleich Ausgangsbasis fur die
Interpretation der neurochemischen Ergebnisse sein. Folgende Fragestellungen

waren in Experiment | von Interesse:

» Kann die pharmakologische Blockade des 5-HTia-Rezeptors Kokain-
induzierte Hyperaktivitat inhibieren?

> Verandert die pharmakologische Blockade des 5HTia-Rezeptors dabei den
Kokain-induzierten Anstieg der extrazellularen DA-Konzentration im Nac bzw.
verandert sie die Kokain-induzierte Hemmung der DA-Syntheseaktivitat im
Nac?

> Welche Effekte hat die pharmakologische Blockade des 5-HTia-Rezeptors
allein auf die spontane Verhaltensaktivitat, den zeitlichen Verlauf der DA-

Konzentration und die DA-Syntheseaktivitat im Nac?

Aus diesem Experiment ergaben sich nach Auswertung der Ergebnisse
weiterfihrende Fragestellungen fur nachfolgende Experimente. So wurde die Frage
interessant, welchen Effekt die pharmakologische Blockade des 5-HTia-Rezeptors
allein oder in Kombination mit einer Kokain-Applikation auf den zeitlichen Verlauf der
5-HT-Konzentration im Nac und Hippocampus hat. Vom Hippocampus zieht eine
wichtige Projektion in den Nac, der an der Regulierung spontaner und Neuheits-
induzierter lokomotorischer Aktivitat beteiligt ist (siehe 1.4.3.). Sowohl Nac als auch
Hippocampus unterliegen einem starken serotonergen Einfluss. Im Gegensatz zum
Nac ist jedoch die Beteiligung der serotonergen Innervierung des Hippocampus an
den akuten Verhaltenseffekten von Kokain bisher nicht untersucht worden. Die
Messung der Verhaltensaktivitdt diente auch hier der Replikation eigener und
fremder (Carey et al., 1998, 2000) Befunde. Folgende Fragestellungen sollten in

Experiment Il untersucht werden:
» Konnen die Verhaltensbefunde aus Experiment I, namlich eine Inhibierung

Kokain-induzierter Hyperaktivitat durch pharmakologische 5-HTia-Rezeptor-

Blockade, repliziert werden?
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> Steigt parallel zu Kokain-induzierter Hyperaktivitat auch die extrazellulare
5-HT-Konzentration im Nac und Hippocampus an bzw. verringert sich die
5-HT-Syntheseaktivitat in beiden Strukturen?

» Verandert die pharmakologische Blockade des 5-HT1a-Rezeptors den Kokain-
induzierten Anstieg der extrazellularen 5-HT-Konzentration im Nac und
Hippocampus bzw. verdndert sie die Kokain-induzierte Hemmung der 5HT-
Syntheseaktivitat in beiden Strukturen?

» Welche Effekte hat die pharmakologische Blockade des 5-HTia-Rezeptors
allein auf spontane Verhaltensaktivitat, den zeitlichen Verlauf der 5-HT-

Konzentration und die 5-HT-Syntheseaktivitat im Nac und Hippocampus?

Um die Beteiligung des serotonergen Systems an den akuten Verhaltenseffekten von
Kokain noch eingehender zu untersuchen, sollten nicht nur die Effekte einer
pharmakologischen Blockade des 5-HTia-Rezeptors auf spontanes und Kokain-
induziertes Verhalten und die 5-HT-Aktivitat im Nac und Hippocampus untersucht
werden, sondern auch die Effekte einer pharmakologischen Stimulierung des 5-HT1a-
Rezeptors. Auf der Verhaltensebene wurde bereits gezeigt, dass die
pharmakologische Stimulierung des 5HTia-Rezeptors zu einer Potenzierung Kokain-
induzierter Hyperlokomotion, jedoch gleichzeitig zu einer Abschwéachung Kokain-
induzierten Aufrichtverhaltens fuhrt (De La Garza & Cunningham, 2000; Carey et al.,
2002). Die Stimulierung des 5-HTia-Rezeptors hatte dabei im verwendeten
Dosisbereich keinen Effekt auf die Spontanaktivitat. Im hier durchgefihrten
Experiment Ill war deshalb von Interesse, ob die pharmakologische Stimulierung des
5-HT1a-Rezeptors nicht nur die Verhaltenseffekte von Kokain moduliert, sondern
auch den Anstieg der extrazellularen 5-HT-Konzentration im Nac und im

Hippocampus. Die in Experiment Il untersuchten Fragestellungen waren dabei:

» Kann die pharmakologische Stimulierung des 5-HTia-Rezeptors Kokain-
induzierte Hyperlokomotion potenzieren?

» Verandert die pharmakologische Stimulierung des 5-HTia-Rezeptors den
Kokain-induzierten Anstieg der extrazellularen 5HT-Konzentration im Nac und
Hippocampus bzw. verandert sie die Kokain-induzierte Hemmung der 5HT-

Syntheseaktivitat in beiden Strukturen?
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» Welche Effekte hat die pharmakologische Stimulierung des 5HTia-Rezeptors
allein auf spontane Verhaltensaktivitat, den zeitlichen Verlauf der 5-HT-

Konzentration und die 5-HT-Syntheseaktivitat im Nac und Hippocampus?

Die Ergebnisse von Experiment Il und Il haben deutliche Hinweise auf eine
Beteiligung der serotonergen Innervierung des Hippocampus bei 5-HTia-Rezeptor
induzierter Modulation der akuten Verhaltenseffekte von Kokain ergeben. Die Dichte
des 5-HTia-Rezeptors ist hoch in den Raphe” Nuclei und in limbischen Strukturen,
wie dem Hippocampus, dagegen gering im Nac (Verge et al., 1986; Palacios et al.,
1990; Pompeiano et al., 1992). Die Effekte systemischer 5-HT;a-Rezeptor
Stimulierung konnten also entweder durch prasynaptische 5HTia-Rezeptoren in den
Raphe” Nuclei oder/lund durch postsynaptische 5-HTia-Rezeptoren in den
Terminalgebieten mediiert sein. In Experiment IV sollte deshalb die Rolle der
hippocampalen 5HT;4-Rezeptoren, die zu den postsynaptischen 5HTi4-Rezeptoren
zéhlen, bei den akuten neurochemischen- und Verhaltenseffekten von Kokain

untersucht werden. Folgende Fragestellungen waren in Experiment IV von Interesse:

» Kann die selektive pharmakologische Stimulierung hippocampaler 5-HTa-
Rezeptoren Kokain-induzierte Hyperaktivitat modulieren?

» Verandert die selektive pharmakologische Stimulierung hippocampaler
5-HT;a-Rezeptoren den Kokain-induzierten Anstieg der extrazellularen 5-HT-
Konzentration im Hippocampus und im Nac bzw. veréndert sie die Kokain-
induzierte Hemmung der 5-HT-Syntheseaktivitat in beiden Strukturen?

» Welche Effekte hat die selektive pharmakologische Stimulierung
hippocampaler 5-HT1a-Rezeptoren allein auf spontane Verhaltensaktivitat, den
zeitlichen Verlauf der 5-HT-Konzentration und die 5-HT-Syntheseaktivitat im

Hippocampus und Nac?

Alle hier beschriebenen Experimente wurden mittels der in-vivo Mikrodialyse an der
frei beweglichen Ratte durchgefihrt. Diese Technik ermdglicht es, die
Verhaltensaktivitat und die extrazellulare Konzentration eines Neurotransmitters und
seiner Metaboliten in einem oder mehreren Hirngebieten gleichzeitig am selben Tier

zu messen. Die Analyse der durch die in-vivo Mikrodialyse gewonnenen Proben
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wurde dabei mittels hoch auflosender Flissigkeitschromatographie (HPLC),
gekoppelt mit elektrochemischer Detektion (EC), durchgefuhrt, einem Verfahren, das

eine sehr gute Selektivitit und Sensitivitdt der Transmitteranalyse ermdglicht
(Zetterstrom et al., 1983; Cheng & Kou, 1995).
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2 Methoden

2.1 Theoretischer Teil

2.1.1 Das Prinzip der in-vivo Mikrodialyse

Die Signalibertragung zwischen Neuronen im ZNS findet zu dber 99% durch
chemische Synapsen statt (Greengard, 2001). Dabei wird von der Prasynapse, bei
Eintreffen eines Aktionspotentials, durch Exocytose der Transmitter in den
Extrazellularraum freigesetzt. Innerhalb des Extrazellularraums diffundiert er und
interagiert mit Rezeptoren, bis er entweder metabolisiert oder durch aktiven oder
passiven Transport aus dem Extrazellularraum entfernt wird (Feldman et al., 1997).
Der Extrazellularraum war lange Zeit einer Untersuchung nur sehr schwer
zuganglich. Verschiedene Techniken, wie ventrikulare Perfusion, ,push-pull-
Untersuchungen“ oder auch ,cortical-cup-Messungen®, die als Vorlaufer der in-vivo
Mikrodialyse betrachtet werden koénnen, haben versucht, die extrazellulare
Umgebung im intakten Gehirn zu erfassen (Robinson & Justice, 1991; Ungerstedt,
1991). Als Beginn der in-vivo Mikrodialyse gilt eine Untersuchung von Bito et al.
(1966), bei der Dialysesackchen, geflllt mit Dextran und Kochsalzlésung, in das
subkutane Gewebe des Nackens und ins Parenchym der cerebralen Hemispharen
von Hunden implantiert wurden. Zehn Wochen spater wurden diese Sackchen
wieder entfernt und auf ihren Aminosaurengehalt untersucht. Damit war die Idee
geboren, eine kunstliche Umgebung innerhalb eines Organismus zu schaffen, die,
von einer Dialysemembran eingefasst, in ihrer Zusammensetzung der extrazellularen
Umgebung gleicht. Veranderungen im chemischen Milieu des Extrazellularraums
sollten sich dann, durch den Prozess der Diffusion entlang eines
Konzentrationsgradientens durch eine permeable Membran, in der verénderten
Zusammensetzung dieser kinstlichen Umgebung widerspiegeln. Delgado et al.
(1972) entwickelten dann die sogenannte ,Dialytrode“, die den heutigen
Dialysesonden bereits sehr ahnlich war. Sie bestand aus zwei parallelen
Metallréhrchen, die zusammen eine "push-pull-Kanule" bildeten, an deren Ende
jedoch ein kleines permeables Sackchen befestigt war. Aus der Beobachtung, dass
DA in die Nahe von Blutgefal3en diffundiert, entwickelte Ungerstedt (1984) die erste
Mikrodialysesonde, so wie sie in den hier beschriebenen Experimenten in

abgewandelter Form benutzt wurde (Abb. 2).
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Der Begriff der Dialyse stammt urspringlich aus dem Griechischen und bedeutet
soviel wie ,auseinander-losen“. Die grundlegende Idee der Mikrodialyse ist, die
passive Funktion kapillarer BlutgeféaRe zu simulieren, indem man eine dinne tubulére
Membran ins Gewebe implantiert. Diese Membran wird dann mit einer isotonen
Flissigkeit durchspilt, die in ihrer groben Zusammensetzung der des
Extrazellularraumes &ahnlich ist. Man nimmt an, dass die Konzentration der einzelnen
Bestandteile des Perfusats, d.h. der aus der Sonde wieder herausgepumpten
Flussigkeit, die Zusammensetzung des Extrazellularraumes  widerspiegelt
(Ungerstedt, 1991; Di Chiara et al., 1996). Unter der Pramisse, dass kein
osmotischer Druck und keine elektrischen Potentialdifferenzen existieren, geht man
davon aus, dass der Transport zwischen den zwei Kompartimenten nur durch
Diffusion entlang eines Konzentrationsgradienten bewirkt wird (Benveniste &
Hansen, 1991). Durch die Isotonie der Flussigkeiten im Extrazellularraum und
innerhalb der Dialysemembran kommt es nicht zu einem Netto-Fluss. Die Volumina
beider Flussigkeitskompartimente  bleiben  konstant. Die Parameter der
Dialysemembran kdnnen zudem so gewahlt werden, dass nur Molekdle bis zu einem
bestimmten molekularen Gewicht hindurch diffundieren koénnen. Damit kann die
Matrix der spater mittels HPLC-EC analysierten Probe relativ frei von
Verunreinigungen gehalten werden, was eine sehr sensitive Analyse der Proben
erlaubt (Zetterstrom et al., 1983; Cheng & Kou, 1995).

Durch verschiedene Modifikationen der Perfusionsfliissigkeit konnte der neuronale
Ursprung des in den Mikrodialyseproben enthaltenen  Neurotransmitters
nachgewiesen werden. So wurde durch Zugabe des Na*-Kanal-Blockes
Tedrodotoxin  und durch eine Redukton des Ca®*-Gehaltes in der
Perfusionsfliissigkeit sowohl die Spannungs- als auch die Ca®'- Abhé&ngigkeit der
gemessenen DA- (Westerink et al., 1988; Westerink & De Vries, 1988; Arbuthnott et
al., 1990) und 5HT-Konzentrationen (Auerbach et al., 1989; Carboni & Di Chiara,
1989; Sharp et al.,, 1989a) nachgewiesen. Man geht deshalb davon aus, dass die
basale Konzentration von DA und 5-HT von der Sequenz ,Aktionspotential -
terminale Depolarisation - Aktivierung spannungsabhangiger Na'-Kanale -
Aktivierung spannungsabhéngiger Ca®*-Kandle - Ca®'-Einstrom - Exozytose -
Transmitterausschittung in den Extrazellularraum® bestimmt wird (Di Chiara, 1990).
Die Ausschittung eines Transmitters hangt noch von vielen weiteren Faktoren, wie

der Diffusion innerhalb des Extrazellularraumes, der aktiven Wiederaufnahme oder
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dem extrazellularen Metabolismus, ab. Obwohl man davon ausgeht, dass mittels in-
vivo  Mikrodialyse wirkliche Transmitterkonzentrationen im  Extrazellularraum
gemessen werden, kann nicht davon ausgegangen werden, dass diese
Konzentration genau der prasynaptischen Transmitterausschittung entspricht
(Westerink, 1995).

Die in-vivo Mikrodialyse, gekoppelt mit HPLC-EC, stellt im Gegensatz zu anderen in-
vivo Methoden, wie z.B. der Voltametrie, eine Methode mit relativ geringer zeitlicher
Auflésung dar (Ungerstedt, 1991; Westerink, 1995). Die zeitliche Auflosung von
Mikrodialysemessungen liegt in der Regel im Bereich von mehreren Minuten. Die
gemessene Transmitterkonzentration in einer Probe stellt dabei einen Mittelwert der
extrazellularen Transmitterkonzentration Uber das jeweilige Messintervall dar. Durch
die Verbindung von inwivo Mikrodialyse mit HPLC-EC wird jedoch eine hohe
Selektivitat beziglich der analysierten Substanzen und eine hohe Sensitivitat
bezlglich der messbaren Konzentrationen erreicht (Zetterstrom et al., 1983; Cheng &
Koa, 1995). Die Dialysemembran, an der die Interaktion mit dem Extrazellularraum
stattfindet, ist zumeist mehrere Millimeter lang und hat einen Durchmesser von mehr
als 200 mm. Damit ist der Dialysebereich um ein Vielfaches grof3er als z.B. ein
synaptischer Spalt (Di Chiara, 1990). Die gemessene Transmitterkonzentration
entspricht deshalb nicht nur einem zeitlichen Mittelwert, sondern auch einem
raumlichen Mittelwert, der von der Aktivitdt einer Vielzahl einzelner Synapsen bzw.
Varikositaten beeinflusst wird.

Bei der in-vivo Mikrodialyse handelt es sich um eine invasive Methode. Sowohl die
Implantierung einer Fuhrungskanile als auch das Einfuhren der Dialysesonde ins
ZNS kann vorubergehend zu funktionalen Schaden fuhren. Diese sind auf
morphologischer Ebene durch Gliose, zerstorte und verletzte Neurone und Axone,
bis zu 1400 mm vom Dialysetrakt entfernt, charakterisiert (Clapp-Lilly et al., 1999).
Auf funktionaler Ebene kommt es voribergehend zu einem erhéhten lokalen
Glucosemetabolismus, einem reduzierten lokalen Blutfluss und zu einer gestorten
Transmitterausschittung (Benveniste et al., 1987; Benveniste & Hansen, 1991). Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass es innerhalb weniger Stunden zu einer
funktionalen Erholung und zu einer Stabilisierung der extrazellularen
Transmitterkonzentration kommt (z.B. Benveniste et al., 1987; Benveniste, 1989;
Sharp et al.,, 1989b). Ludvig et al. (1994; Ludvig, 1997) konnten zudem bei

Einzelzellableitungen im Hippocampus zeigen, dass die funktionale Integritdt von
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Neuronen durch in-vivo Mikrodialyse im Abstand von 500 nm zur Messsonde nicht
beeintrachtigt wird.

Eine wichtige GrolRe, die eine Mikrodialysemessung charakterisiert, ist die
~Wiederfindungsrate* (engl.: recovery). Unter der ,Wiederfindungsrate* versteht man
das Verhaltnis zwischen den Konzentrationen einer Substanz in der durch die
Mikrodialyse gewonnen Probe und einem Vergleichsmedium (Benveniste, 1989;
Benveniste & Hansen, 1991). Die Wiederfindungsrate einer Mikrodialysemessung
hangt von verschiedenen Parametern ab. So steigt die Wiederfindungsrate bei
sinkender Perfusionsrate. Die Perfusionsrate (engl.: flow) ist definiert durch das
Volumen der Flussigkeit, das pro Zeit durch die Sonde gepumpt wird. Zudem ist die
Wiederfindungsrate direkt proportional zur Grof3e und zum Porendurchmesser (engl.:
cut off) der Membran. Wie jeder Diffusionsprozess, ist auch der durch eine
Dialysemembran temperaturabhéngig. Man nimmt an, dass der Diffusionskoeffizient
pro Zentigrad Celsius um 1-2% ansteigt (Benveniste, 1989; Benveniste & Hansen
1991).

Nach Beendigung der in-vivo Mikrodialyse Messungen ist es erforderlich, die genaue
Lokalisation der Mikrodialysesonden im Hirngewebe histologisch zu verifizieren.
Tiere, bei denen die Sonden nicht in den vorgesehenen Hirnarealen lokalisiert sind,

missen von der weiteren Betrachtung generell ausgeschlossen werden.

Obwohl man versucht hat anhand der gemessenen Transmitterkonzentrationen,
Schatzungen Uber die tatsachliche Konzentration im Extrazellularraum zu machen,
ist es aufgrund der komplexen Einflussfaktoren bisher nicht gelungen, eine
Umrechnungsformel zu finden. Aus diesem Grund wird generell empfohlen,
Mikrodialysedaten als Prozent der Basalwerte anzugeben und zu interpretieren
(Westerink, 1995). Diese Vorgehensweise entspricht der wissenschaftlichen Praxis in
der Uberwiegenden Zahl aller in-vivo Mikrodialysestudien (z.B. Di Chiara & Imperato,
1988; Bradberry et al., 1993; Parsons & Justice, 1993; Chen & Reith, 1994; Essman
et al., 1994; Pontieri et al., 1995; Reith et al., 1997; Rutter et al., 1998). Um
Prozentwerte sinnvoll interpretieren zu kénnen, ist es jedoch erforderlich, dass die
Ausgangslage der absoluten Transmitterkonzentrationen in  den einzelnen
Behandlungsgruppen vergleichbar sind.

In-vivo Mikrodialyse Messungen werden durchgefuhrt, um die Veranderungen in der

extrazellularen Konzentration von Transmittern bzw. ihrer Metaboliten Uber die Zeit
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am gleichen Organismus zu bestimmen. Die Technik eignet sich besonders, um die
Wirkung bestimmter sensorischer oder pharmakologischer Stimuli auf die spontane
Transmitteraktivitdt zu untersuchen. Dabei sind in der Regel zwei Fragen von
Bedeutung: 1.) unterscheidet sich die Transmitterkonzentration nach der Behandlung
von der der Ausgangslage und 2.) unterscheiden sich die Transmitterkonzentrationen
nach verschiedenen Behandlungen zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen
bzw. im Vergleich zu einer Kontroll-Behandlung. Dies wird statistisch in der
relevanten Literatur mittels Varianzanalyse (ANOVA) fir wiederholte Messungen und
entsprechenden post hoc Tests fur multiple Vergleiche ausgewertet (z.B. Di Chiara &
Imperato, 1988; Bradberry et al., 1993; Parsons & Justice, 1993; Chen & Reith,
1994; Essman et al., 1994; Pontieri et al., 1995; Reith et al., 1997; Rutter et al,,
1998).
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Abb. 2 Funktionsprinzip der in-vivo Mikrodialyse (A) und der reversen Dialyse (B).
Dargestellt ist die aktive Flache der Dialysemebmran, an der die
Diffussionsprozesse stattfinden. A.: Eine in-vivo Mikrodialysesonde zum Erfassen
der extrazellularen Konzentration eines Neurotransmitters (graue Kreise) im
Gewebe. B.: Eine in-vivo Mikrodialysesonde bei der reversen Dialyse. Wie bei A.
kann der Neurotransmitter erfasst werden. Parallel dazu kann der
Perfusionsflissigkeit eine zu verabreichende Substanz (z.B. ein 5-HT-Rezeptor
Ligand; schwarze Kreise) zugegeben werden, der bei Erreichen der aktiven
Membranbflache ins Gewebe diffundiert.
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Die in-vivo Mikrodialyse kann nicht nur zur Probengewinnung, sondern auch als
lokale Applikationstechnik verwendet werden (reverse Dialyse; Abb. 2). Dabei kann
die Messung der extrazellularen Transmitterkonzentration mit der Verbreichung einer
Substanz in das entsprechende Hirngebiet kombiniert werden. Das Prinzip der
Substanz-Verabreichung ist dabei dasselbe, wie das der Probengewinnung: die
Diffusion entlang eines Konzentrationsgradienten. Bei der lokalen Verbreichung einer
Substanz mittels reverser Dialyse wird die zu verabreichende Substanz in einer
definierten Konzentration in der Perfusionsflissigkeit gelést und diffundiert dann, bei
Erreichen der Dialysemembran, ins Hirngewebe. Die Vorteile dieser Anordnung sind,
dass keine weitere Injektionskanile ins Hirn implantiert werden muss und dass bei
der Substanzverabreichung, im Gegensatz zur lokalen Injektion, kein Nettovolumen-
Zufluss ins Gehirn stattfindet. Der Nachteil ist, dass man zwar die Konzentration der
verabreichten Substanz in der Perfusionsflissigkeit bestimmen kann, die wirkliche
Gewebskonzentration kann, aufgrund der komplexen Einflussfaktoren bei der

Diffusion, jedoch nur ungefahr angegeben werden.

2.1.2 Aufbau und Funktion einer Mikrodialysesonde

Eine der am haufigsten verwendeten Sondenformen in der in-vivo Mikrodialyse ist
die konzentrische Parallelform, die auch in dieser Arbeit benutzt wurde (Abb. 2). Sie
besteht aus einer zylinderformigen Dialysemembran, die an einem Ende
verschlossen und am anderen Ende in einen kleinen Metalltubus eingelassen ist.
Diese Membran besteht aus organischen Polymeren, die das Passieren von Wasser
und Molekilen mit einer Masse von < 6 kDa durch die Membran erlauben. Die Lange
der Membran ist abhé&ngig vom jeweiligen Dialysegebiet, in dem gemessen werden
soll. Der Metalltubus hat dabei nicht nur stabilisierende Funktion, sondern ist mit
seiner Festigkeit gegeniber der sehr empfindlichen Membran wichtig fur die
zielgenaue Lokalisation der Membran im Gewebe. An einem Ende ist der Metalltubus
mit einem Polyethylen (PE)-Schlauch verbunden, durch den die Perfusionsflissigkeit
zur Membran gepumpt wird. An der Membran finden die oben beschriebenen
Diffusionsprozesse statt. Nach dem Passieren der Dialysemembran wird die
Perfusionsfliissigkeit mit dem darin enthaltenen Transmitter weitergepumpt und
aufgefangen. Dies geschieht durch eine Kapillare, die auch als ,fused silica*

bezeichnet wird, und die sich konzentrisch im Innenraum von Membran, Tubus und
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PE-Schlauch befindet. Nach einigen Zentimetern verlasst diese Kapillare den PE-
Schlauch und verlauft parallel zu ihm. Am Ende der Kapillare wird dann die
Perfusionsflissigkeit in Eppendorf-Gefal3en aufgefangen und bis zur chemischen

Analyse aufbewahrt.

2.1.3 Das Prinzip der HPLC-EC

Die HPLC-EC stellt eines der selektivsten und sensitivsten Verfahren zur Trennung
und Quantifizierung von Stoffgemischen dar. Dabei handelt es sich bei der HPLC um
ein Trennverfahren und bei der EC um ein Verfahren zur Quantifizierung einzelner
bereits bekannter Substanzen (Bidlingmeyer, 1992; Meyer, 1996). Bereits kurz nach
Entwicklung der in-vivo Mikrodialyse Technik wurde die Kombination aus HPLC und
EC zur Analyse der Dialyseproben eingesetzt (Zetterstrom et al.,, 1983) und mit

fortschreitender Entwicklung kontinuierlich verfeinert (Cheng & Kou, 1995).

Unter Chromatographie verstent man prinzipiell die Auftrennung von
Substanzgemischen in ihre Bestandteile aufgrund ihrer Verteilung zwischen zwei
Phasen, die als mobile und stationdre Phase bezeichnet werden. Dabei spielt
insbesondere bei der stationdren Phase, die sich ,station&r® in einer Trennséaule
befindet, Adsorption an den Grenzflachen eine entscheidende Rolle. Die bei der
HPLC fir monoaminerge Transmitter verwendete stationdre Phase besteht dabei
aus Siliziumoxid-Kugelchen (Silica) definierter Grol3e (meist <10 nm). Bei der
phasenumkehr HPLC (engl: reversed phase HPLC) sind zudem die Silanol-Gruppen
an der Oberflache der Silica durch aliphatische Kohlenwasserstoffketten (z.B. C 18)
substituiert. Die phasenumkehr HPLC hat sich besonders fiur die HPLC
monoamnierger Transmitter bewahrt, da mit ihr kurze Analysezeiten erreicht werden
konnen. Bei der Flissigkeits-Chromatographie ist die mobile Phase, im Gegensatz
zu anderen Chromatographie-Arten, eine Flussigkeit. Die chromatographische
Trennung beruht generell auf der unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit der
in der mobilen Phase gelésten Probenbestandteile durch die stationdre Phase. Die
Unterschiede in der Wanderungsgeschwindigkeit der einzelnen Substanzen sind
durch die unterschiedliche Affinitaét der Probenbestandteile zur stationdren Phase
bedingt. Dadurch ergeben sich fir jede Substanz unterschiedliche Retentionszeiten
innerhalb der stationaren Phase (Bidlingmeyer, 1992; Meyer, 1996). Nach der HPLC-
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Trennung verlassen die Bestandteile der Probe in voneinander getrennten Banden,
d.h. in Volumina der mobilen Phase, die nur noch eine einzige Substanz enthalten,
die Trennsaule.

Die quantitative Analyse der einzelnen Probenbestandteile kann nun mittels EC in
einer EC-Messzelle erfolgen. Bei der EC macht man sich die Position der einzelnen
Substanzen in der elektrochemischen Spannungsreihe zunutze, die bei Anlegen
einer Spannung entweder Elektronen abgeben (Oxidation) oder Elektronen
aufnehmen (Reduktion). Dabei ist die Zahl der frei werdenden Elektronen und damit
der zu messende Stromfluss bei einer definierten Spannung proportional zur Menge
der Substanz. Die Veranderungen im Stromfluss an einer Elektrode gegenuber einer
Referenz lassen sich abgreifen und werden in einem Integrator als Kurven, die auch
als ,Peaks" bezeichnet werden, aufgezeichnet. Mittels dieser Kurven kann man
Aussagen dariber machen, wie lange und mit welcher Intensitat der Stromfluss an
der Elektrode von der Ausgangslinie abweicht. Die Flache unter einer solchen Kurve
ist dabei proportional zur Menge der oxidierten bzw. reduzierten Substanz.

Sowohl fir die Identifizierung einer bestimmten Substanz als auch fir deren
Quantifizierung ist es notwendig, vorher einen externen Standard mit definierten
Substanzen und Substanzmengen zu analysieren. Dabei erfasst man im externen
Standard zum einen die Retentionszeiten der einzelnen Substanzen, die spater der
Identifizierung der Zielsubstanzen dienen, und zum anderen, welche Flache unter
einer Kurve der definierten Substanzmenge entspricht. Spater, wahrend der Analyse
der Proben, kann man dann mittels der gemessenen Kurvenflachen Ruckschlusse
auf die Menge der in der Probe enthaltenen Substanzen ziehen (Bidlingmeyer, 1992;
Meyer, 1996).

Um Sensitivitatsverluste wahrend der HPLC-EC Messungen kontrollieren zu kénnen,
wird neben dem externen Standard noch ein interner Standard verwendet. Dabei
handelt es sich um eine Substanz, die 1.) nicht in der Probe vorkommt (d.h. eine
nicht-physiologische Substanz), die 2.) gut wasserl6slich ist, die 3.) eine andere
Retentionszeit als alle anderen in der Probe vorkommenden Substanzen aufweist,
und die 4.) bei einem ahnlichen Potential oxidierbar ist, wie die Zielsubstanzen. Der
interne Standard wird fur die HPLC-EC Analyse in gleicher Konzentration sowohl
dem externen Standard als auch der Probe zugegeben. Bei gleichbleibender
Sensitivitat der Messungen ergibt die Analyse des internen Standards stets dieselbe

Kurvenflache. Kommt es zu einer Verringerung der Sensitivitat, so verringert sich
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auch die Kurvenflaiche des internen Standards. Aus dem Verhaltnis der
Kurvenflachen des internen Standards zu Beginn der Messungen zum jeweils
aktuellen Wert kann dann ein Korrekturfaktor errechnet werden, der in die

Berechnung der Konzentrationen der Zielsubstanzen mit einflief3t.

2.1.4 Die Verhaltensmessung

Eine Verbesserung der in-vivo Mikrodialyse Technik erlaubt es, parallel zur
Transmitterkonzentration in einzelnen Hirngebieten, auch die Verhaltensaktivitat
nach pharmakologischer Behandlung zu messen. Bezlglich des Verhaltens befasst
sich diese Arbeit mit den akuten Verhaltenseffekten nach pharmakologischer
Behandlung. Im Gegensatz zu komplexeren Verhaltenstests, sollte hierbei der
Einfluss  verschiedener  pharmakologischer  Behandlungen  auf  spontane
Verhaltensweisen, wie Lokomotion, Aufrichtverhalten und Putzverhalten, gemessen
werden. Dazu wurde in allen hier beschriebenen Experimenten eine Aktivitatsbox
verwendet. Um durch Habituation und ,Handeln® bedingte Erhéhungen der
spontanen Aktivitat (Welker, 1959; Thiel et al., 1998a, 1999) zu kontrollieren, wurden
alle Tiere mindestens 5 Tage lang vor Beginn des Experiments ,gehéndlet’, d.h. an
die Hand des Versuchsleiters gewohnt, und mindestens 2-3 Stunden vor Beginn der
Verhaltensmessungen in die Aktivitdtsbox gesetzt. Verschiedene Studien haben
gezeigt, dass sowohl die durch Habituation bedingte Erhéhung der lokomotorischen
Aktivitat als auch die neurochemische Antwort auf ,Neuheit* nach 2 Stunden wieder
auf dem Niveau der Ausgangslage sind (Thiel et al., 1998a, 1998b). Demnach
konnte man davon ausgehen, dass zu Beginn der Verhaltensmessungen alle Tiere
an die Aktivitdtsbox habituiert waren. Wéahrend der gesamten Messzeit wurde die
Verhaltensaktivitat von jedem Tier Uber eine Videokamera aufgenommen und spéater
in anonymisierter Form ausgewertet. Das dabei ausgewertete Verhalten kann in

folgende Verhaltensparameter unterteilt werden:

1.) Lokomotion: Dabei wurde die horizontale lokomotorische  Aktivitat
ausgewertet. Zur Erfassung der Lokomotion wurde die quadratische
Grundflache der Aktivitatsbox in vier virtuelle Quadranten gleicher Gréi3e

unterteilt. Als lokomotorische Aktivitat wurde die Zahl der Ubertritte von einem
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Quadranten in einen anderen gezahlt. Als Ubertritt galt dabei das Verlassen
eines Quadranten mit allen vier Pfoten.

2) Aufrichtverhalten: Als Aufrichtverhalten wurde das Aufstellen des Tieres auf
seine Hinterpfoten (Anzahl) und die Zeit des Verharrens in dieser Position
erfasst. Aufrichtverhalten kann sowohl am Rande der Aktivitatsbox mit Kontakt
der Vorderpfoten zur Wand als auch in der Mitte der Box, d. h. ohne Kontakt
der Pfoten zur Wand, erfolgen. Das Aufrichten eines Tieres wurde nicht als
Aufrichtverhalten gewertet, wenn es an der Trinkflasche mit nachfolgendem
Trinkverhalten erfolgte.

3) Putzverhalten: Als Putzverhalten wurde die Zeit erfasst, in der sich das Tier
putzt. Unter Putzen wurden folgende Verhaltenssequenzen gewertet: mit den
Pfoten Uber das Fell, Gesicht oder die Vibrissen streichen, sich Kratzen und

das Fell ablecken.

Alle Verhaltensparameter wurden zundchst als Mittelwerte Uber die einzelnen
Messintervalle (Experiment |: 20 Minuten; Experimente 1I-IV: 30 Minuten)
ausgewertet. Um jedoch den genauen Beginn bzw. das Ende der Verhaltenseffekte
genauer bestimmen zu konnen, wurden das Intervall nach der ersten bzw. die zwei
Intervalle nach der zweiten i.p. Injektion zusatzlich in Blocken von 5 Minuten

ausgewertet.

Um die Einflisse von Storgerduschen und olfactorischen Stimuli aus der
Laborumgebung zu minimieren, befand sich die Aktivitditsbox in einer
gerauschisolierten Kammer, die neben der verschliel3baren Fronttir lediglich eine
kleine Offnung in der Decke (fur die Mikrodialyseschlauche) aufwies. Die Kammer

wurde permanent bellftet und durch eine Lampe schwach beleuchtet.
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2.2 Praktischer Teil

In diesem Abschnitt soll die praktische Durchfiihrung der in-vivo Mikrodialyse
Experimente an frei beweglichen Ratten in den Teilen beschrieben werden, die bei
allen durchgefiihrten  Experimenten identisch waren. Abweichungen und
Erganzungen dazu finden sich in den ,Speziellen Methoden* der einzelnen

Experimente.

2.2.1 Die Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelte es sich um adulte ménnliche Wistar-Ratten, die aus
der Tierversuchsanlage der Universitat Dusseldorf bezogen wurden. Das Gewicht
der Ratten betrug zu Beginn der Experimente zwischen 230 und 370 Gramm. Bis
zum Beginn der Versuche wurden die Tiere im Tiervorbereitsungsraum des Institutes
in Einzelkafigen (Makrolon, 40 x 24 x 15 cm) bei normalem 12/12 Stunden hell-
dunkelRhythmus und freiem Zugang zu Futter (Altromin-Pressfutter) und Wasser

gehalten.

2.2.2 Versuchsvorbereitung I: Die stereotaktische Operation

Um akute Gewebsverletzungen durch das Einsetzen der Mikrodialysesonden so
gering wie mdoglich zu halten, wurden den Ratten 5-7 Tage vor Beginn der
Messungen unter Anasthesie in einer stereotaktischen Operation jeweils zwei
Fuhrungskantlen implantiert (Boix et al., 1994). Die Lokalisation der
Fuhrungskanuilen wurde so gewahlt, dass sie direkt Uber den relevanten
Hirnstrukturen, dem Nac (Experiment V) und dem Hippocampus (Experiment II-1V)
endeten. Die genauen Koordinaten mit Bregma als Referenzpunkt wurden aus
Paxinos & Watson (1986) entnommen. Da den Tieren nach der Operation zwischen
5 und 7 Tage Zeit zum Erholen gelassen wurde, konnte davon ausgegangen werden,
dass es am Messtag keine oder nur minimale funktionale Defizite in den
umliegenden Hirngebieten oder Verletzungen der Blut-Hirn-Schranke geben wirde
(Benveniste et al., 1987; Benveniste, 1989).

Fur die stereotaktische Operation wurden die Ratten mit einer Mischung aus 0.9
ml/kg Ketavet (mit einer Konzentration von: 100 mg/ml Ketamine; Pharmacia &

Upjohn, Deutschland) und 0.4 mi/kg Rompun (mit einer Konzentration von: 20 mg/mi
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Xylazin; Bayer, Deutschland) i.p. anasthesiert. Das Fell der Kopfhaut wurde rasiert
und mit 95 %igem Ethylalkohol desinfiziert. Wahrend der Operation wurde der Kopf
des Tieres in einen Stereotakten (Kopf, USA) eingespannt, wobei vor und wahrend
der Operation die Tiefe der Anasthesie durch die Kontrolle von Schmerzreflexen
(Schwanzkneifen, Korneal-Reflex) Uberwacht wurde. Da das Anasthetikum den
Temperaturhaushalt der Tiere beeinflusst, wurde die Koérpertemperatur wahrend der
Operation durch ein Warmekissen (Fine Science Tools, USA) konstant gehalten. Das
Operationsgebiet wurde dann durch eine s.c. Injektion mit 0.1 ml Lidocain (Hexal,
Deutschland) nochmals lokal betdubt. Die Schadeldecke wurde durch Entfernung der
Kopfhaut frei gelegt, so dass der Referenzpunkt Bregma sicher zu identifizieren war.
Um die FUhrungskanilen zu implantieren und am Schéadelknochen zu fixieren, war
es erforderlich, mittels eines Mikroantrieb lokalisierbaren Dentalbohrers insgesamt
vier Locher durch die Schédeldecke zu bohren. In zwei dieser Ldcher wurden
Juwelierschrauben (Edelstahl, d=1.4 mm) fixiert. Durch die anderen beiden Locher
wurde jeweils eine Fuhrungskanule (Werkstatt der Psychologischen Institute; Boix et
al., 1994) abgesenkt und mittels Paladur-Dentalzement (Heraeus, Deutschland) mit
den Schrauben und dem angrenzenden Fell der Kopfhaut fixiert. Im letzten Schritt
wurden die Fdhrungskanulen mit einer als Dummy fungierenden Stahlkanile
verschlossen. Dem Tier wurde dann noch ein Plastikhalsband zur spéateren
Befestigung eines Zugentlastungsdrahtes umgelegt.

Nach dem Aufwachen aus der Anasthesie wurden die Tiere wieder in den
Tiervorbereitungsraum gebracht. An den darauf folgenden 5-7 Tagen wurden die
Tiere jeweils fur 10-15 Minuten ,gehandelt” (d.h. Tier in die Hand und auf den Arm
nehmen). Bereits nach 1-2 Tagen zeigten alle Tiere wieder normale exploratorische
Aktivitat.

2.2.3 Versuchsvorbereitung II: Die Herstellung der Mikrodialysesonden

Die Herstellung der Mikrodialysesonden folgte der von Boix et al. (1994)
beschriebenen Prozedur. Im ersten Schritt wurde die Dialysemembran (regenerierte
Zellulose, Cuprophan, cut off: 6 kDa, Akzo, Deutschland) auf eine Lange von 8.4 mm
(fur Nac-Sonden) oder 9.4 mm (fir Hippocampus-Sonden) unter dem Mikroskop
zugeschnitten. Metalltubuli (Edelstahl, d=0.45 mm) wurden auf eine Lange von

ungefahr 2.5 cm zugeschnitten und die Schnittkanten wurden mit feinem Sandpapier
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geglattet. Danach wurden die Metalltubuli in Aceton im Ultraschallbad fur 15 Minuten
gereinigt, getrocknet und auf einwandfreie Durchlassigkeit geprift. Wenn dies der
Fall war, konnte die zugeschnittene Dialysemembran so eingesetzt werden, dass sie
5 mm ins Innere des Metalltubus reicht. Mittels Epoxy-Klebers wurde die Membran
dann am Metalltubus fixiert (Lange der Klebestelle: ungefahr 0.2 mm). Nach etwa 5
Stunden Aushéartezeit wurde die Klebestelle nochmals sicherheitsverklebt. Zudem
wurde die vom Metalltubus wegzeigende Spitze der Membran mit Epoxy-Kleber
verschlossen. Dabei wurde die Lange der unverklebten Membran auf 2 mm
(Experiment 1) oder 3 mm (Experiment II-IV) fir den Nac bzw. 4 mm fur den
Hippocampus justiert. Parallel zur Vorbereitung der Sondenspitze konnte die
Vorbereitung des Schlauchsystems erfolgen. Dazu wurde die Silica-Kapillare (fused
silica, TSP075150, CIL, Frankreich) auf eine Lange von etwa 85 cm, die des grol3en
PE-Schlauches (da=1.56 mm; Microline) auf 80 cm und die des kleinen PE-
Schlauches (da=0.6 mm; neolLab) auf 70 cm zugeschnitten. Mittels einer
Injektionskanule wurde die Silica-Kapillare etwa 10 cm vom Ende entfernt in den
groRen PE-Schlauch eingestochen und durchgezogen, bis sie am kurzen Ende etwa
2.5 cm Ubersand. Auf die nach aul3en stehende Silica-Kapillare wurde nun der kleine
PE-Schlauch aufgezogen. Die Einstichstelle der Silica-Kapillare in den groRen PE-
Schlauch und der aufsitzende kleine PE-Schlauch wurden dann mit Epoxy-Kleber
wasserdicht verklebt. Nach etwa 5 Stunden wurden die Klebestelle und der kleine
PE-Schlauch mit Gewebeband zusatzlich fixiert. Eine Verschraubung und ein
Aluminiumstopper (Werkstatt der Psychologischen Institute; Boix et al., 1994) wurden
aufgesetzt. Im nachsten Arbeitsschritt wurde die vorbereitete Sondenspitze auf die
am grol3en PE-Schlauch Uberstehende Silica-Kapillare aufgesteckt und ebenfalls mit
Epoxy-Kleber am grof3en PE-Schlauch fixiert. Nach weiteren 5 Stunden wurde im
letzten Arbeitsschritt der Aluminiumstopper so abgesenkt und mit Sekundenkleber
(Uhu, Deutschland) fixiert, dass die Lange des Metalltubus genau der Lange eines
Fuhrungskanulenschaftes entspricht. Die fertiggestellten Dialysesonden missen bis
zur Verwendung vor Nasse und Staub geschitzt aufbewahrt werden. Bevor eine
Dialysesonde fir in-vivo Messungen verwendet werden kann, muss sie grindlich auf
ihre  Funktionsfahigkeit gepruft werden. Die prinzipielle Durchlassigkeit des
Schlauchsystems wird geprift, indem man mit einer Spritze Luft durch die Sonde
drickt. Unmittelbar vor Einsetzen der Dialysesonden werden zudem noch

Verletzungen der Dialysemembran ausgeschlossen, indem man die Sonde mit einer
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Ringer-Losung durchspilt und auf unerwiinschte Flissigkeitsaustritte an der
Dialysemembran oder an den Klebestellen untersucht. Wenn Durchfluss und
Dichtheit der Dialysesonde gewahrleistet sind, kann diese unmittelbar flr in-vivo

Mikrodialyse Messungen verwendet werden.

2.2.4 Versuchsvorbereitung lll: Die HPLC-EC

Um die Mikrodialyse Proben moglichst ohne Zeitverlust analysieren zu kdnnen, muss
die HPLC-EC bei Beginn der Messungen einwandfrei arbeiten. Fir die HPLC-EC
Analyse der Proben wurde ein ,intro“ Detektor mit einer VT-03 Messzelle (Antec,
Niederlande) benutzt. Als Arbeitselektrode diente eine Platin-Elektrode und als
Referenz eine Ag/AgCl-Elektrode. Das verwendete Zellpotential betrug 700 mV bei

einer Signalverstarkung von 2-5 nA/V und einer Filtereinstellung von 5 Sekunden.

2.2.4.1 Die HPLC-EC von Dopamin

Fur die HPLC-EC Analyse von DA wurde als Trennsaule eine ET 125/4, Nucleosil
100-5, C-18 (reversed phase) Saule (Macherey & Nagel, Deutschland) und eine
mobile Phase bestehend aus 0.15 M Chloressigsaure, 0.12 M NaOH, 0.67 mM
EDTA, 0.86 mM Natrium-Octylsulfat, 3.5% Acetonitril und 1.8% Tetrahydrofuran,
adjustiert auf pH=3.0, verwendet (Boix et al., 1995). Der Pumpenfluss betrug dabei
1.0 ml/min. Diese Applikation erlaubte die Messung von DA und des DA-Metaboliten
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (DOPAC) mit einer Sensitivitat von 0.5 pg fir DA und
1 pg fur DOPAC bei einem Signal-Rauschen-Verhaltnis von 2:1 (Boix et al., 1995; De
Souza et al., 1997). Vor Beginn jeder Probenanalyse musste die HPLC-EC kalibriert
werden. Dies geschah mit einem Standard aus DA (30 pg), 5-HT (30 pg), 3,4-
Dihydroxybenzylamin (DHBA,; interner Standard), DOPAC, 5Hydroxyindolessigsaure
(5-HIAA), Hydroxyvanilinsaure (HVA) und L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA,;
jeweils: 2000 pg) geldst in 0.05 M HCIO,.

2.2.4.2 Die HPLC-EC von Serotonin

Fur die HPLC-EC Analyse von 5HT wurde als Trennsaule eine ET 125/2, Nucleosil
120-5, C-18 (reversed phase) Saule (Macherey & Nagel, Deutschland) und eine
mobile Phase bestehend aus 0.15 M NaH,PO; - 2H,O, 1.0 mM EDTA, 0.8 mM
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Natrium-Octylsulfat, 17 mM Dietylamin und 15% Methanol, adjustiert mit PO, auf
pH=3.5, verwendet (Marsden & Joseph, 1986; Rex et al., 1993). Der Pumpenfluss
betrug dabei 0.3 ml/min bei kontinuierlicher Entgasung der mobilen Phase. Sowohl
HPLC-Trennséule als auch EC-Zelle wurden konstant auf 30°C gehalten. Diese
Applikation erlaubte die Messung von 5HT, des 5HT-Metaboliten 5HIAA und von
DOPAC mit einer Sensitivitat von 0.5 pg fur 5-HT und 2 pg fur 5-HIAA und DOPAC
bei einem Signal-Rauschen-Verhaltnis von 2:1 (Rex et al., 1993). Die Kalibration der
HPLC-EC vor jeder Probenanalyse wurde mit einem Standard aus 5HT (30 pg),
Deoxyadrenalin  (DEA; interner Standard), DOPAC, 5-HIAA, HVA und
3-Methoxytyramin (3-MT, jeweils: 2000 pg) geldst in 0.05 M HCIO,4 durchgefihrt.

2.2.4.3 Inbetriebnahme und Instandhaltung der HPLC-EC

Vor Inbetriebnahme und danach im Abstand von etwa einem Monat musste die
HPLC mittels HNOs; und Acetonitril gereinigt werden (fir eine Beschreibung der
Prozedur: siehe Anhang). Die Sauberung der EC erfolgte in der Regel im Abstand
von zwei Wochen durch Ultraschallreinigung im Aceton-Bad. Die Referenzelektrode
musste im gleichen Zeitraum mit KCI (DA-Analyse) bzw. LIiClI (5-HT-Analyse)
nachgefillt werden, um die Ubersattigung der Ag/AgCl-Referenzelektrode zu

gewabhrleisten.

2.2.5 Die Versuchsapparatur

Alle hier beschriebenen Experimente wurden in einer nach oben offenen
Aktivitatsbox aus Plexiglas (29 x 29 x 30 cm) durchgefiihrt, die sich in einer
Geréauschisolierkammer (110 x 70 x 70 cm) befand (Abb. 3). Die Kammer konnte
durch eine Tur verschlossen werden. Lediglich in der Decke der Kammer befand sich
eine Offnung (d=5 cm) fiir die nach auRen ziehenden Dialyseschlauche und den
Zugausgleichsdraht. Innerhalb der Versuchsapparatur herrschte ein normaler 12/12
Stunden hell-dunkel Rhythmus bei einer Helligkeit von 60 Lux (Hell-Phase) und eine
Temperatur von 21-23°C. Alle Experimente fanden wéahrend der Hell-Phase statt. Die
Tiere hatten vor und wéahrend der Messungen freien Zugang zu Futter und Wasser.
Im Inneren der Kammer befand sich zudem eine Videokamera, die mit einem

Videorekorder und einem Fernseher aufRerhalb der Kammer verbunden war. Mit
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dieser Anordnug war das Aufzeichnen der Verhaltensaktivitat bei geschlossener

Kammer maoglich.

[ [
1
TV /Video

Abb. 3 Versuchsapparatur fr die in-vivo Mikrodialyse an der frei beweglichen Ratte

2.2.6 Das Versuchsprotokoll

Funf bis sieben Tage nach der stereotaktischen Operation fand fur jedes Tier die in-
vivo Mikrodialyse Messung statt. Aufgrund des hohen technischen Aufwandes der
Messungen konnte immer nur ein Tier pro Tag bzw. 3-4 Tiere pro Woche untersucht
werden. Das Einsetzen der Tiere in die Aktivitdtsbox erfolgte fiir die Messung von DA
am Nachmittag vor dem Versuchstag, um dem Versuchstier nach Einsetzen der
Dialysesonden eine mdglichst lange Erholungszeit zu ermdglichen. Fir die Messung
von 5HT fiel in Vorversuchen die Ausgangslage der 5HT-Konzentration Uber Nacht
zum Teil unter das Detektionslimit ab. Aus diesem Grund wurden den Tieren fur die
Messung von 5-HT die Dialysesonden erst am Morgen des Versuchstages
eingesetzt (siehe auch: Chen & Reith, 1995; Casanovas & Artigas, 1996; McQuade
& Sharp, 1997; De Souza et al., 1997). Nach Uberprifung der Funktionsfahigkeit der

Mikrodialysesonden (siehe: 2.2.3.) und dem Entfernen der Dummies aus den
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FUhrungskantlen, wurden Dialysesonden in die jeweils zwei Fuhrungskanilen
eingesetzt. Das Tier wurde dann in die Aktivitdtsbox gesetzt. Als nachstes wurde ein
Fuhrungsdraht, der durch die Offnung in der Kammerdecke mit einem
Zugausgleichsarm auf der Kammer verbunden ist, am Halsband des Tieres befestigt.
Die Dialyseschlauche wurden dann durch die Offnung nach auRen gefiihrt und mit
einem 2-Kanal-Drehventil verbunden. Unmittelbar nach Herstellen der Verbindung,
begann die Perfusion der Dialysesonden mit Ringer-Losung (Na* 147 mM, K" 4 mM,
Ca* 2.2 mM, CI 156 mM, pH=7.4) durch eine Mikrodialysepumpe (CMA 100,
Carnegie, Schweden). Die Perfusionsgeschwindigkeit betrug bei der Messung von
DA 2.0 ni/min (Uber Nacht: 0.5 m/min) und bei der Messung von 5-HT 1.5 n¥/min. Um
eine stabile Ausgangslage der Transmitterkonzentration zu erhalten und um den
Tieren eine Verhaltenshabituation an die Aktivitatsbox zu ermdglichen, wurde nach
Beginn der Perfusion 2-3 Stunden bis zum Beginn der Messungen gewartet. Danach
wurde die Verhaltensaktivitat Gber die gesamte Messzeit auf Video aufgenommen.
Um genigend Substanz fiir die HPLC-EC Analyse zur Verfiigung zu haben, musste
jeweils Uber Intervalle von 20 Minuten fir DA bzw. 30 Minuten fir 5-HT das Perfusat
gesammelt werden. Das Perfusat wurde in Eppendorf-Gefal3en am 2-Kanal-
Drehventil aufgefangen. In den Eppendorf-GefalRen befand sich dabei 5 ni interner
Standard gelést in 0.1 M HCIO,4, das als Antioxidans diente. Unmittelbar nach
Enthnahme einer Dialyseprobe wurde diese mittels HPLC-EC hinsichtlich der
Konzentration vorhandener Transmitter bzw. Metaboliten untersucht. Kam es zu
unerwarteten Ausfallen der HPLC-EC wahrend eines Messtages bzw. zu nicht
tollerablen Sensitivitatsverlusten, mussten alle unmittelbar gewonnenen Proben bis
zur spateren Analyse eingefroren und bei - 80° C aufbewahrt werden.

Bei der Messung von DA wurden nach 5 Ausgangslage-Proben 2 pharmakologische
Behandlungen, durch ein Dialyseintervall voneinander getrennt, verabreicht. Danach
wurde noch 12 Dialyseintervalle lang, d.h. fir 240 Minuten, gemessen. Eine so lange
Messzeit nach pharmakologischer Behandlung lag in den zu erwartenden Effekten
der Behandlungen auf die extrazellulare Metaboliten-Konzentration begrindet. Bei
der Messung von 5-HT wurden nach 3 Ausgangslage-Proben ebenfalls 2
pharmakologische Behandlungen, durch ein Dialyseintervall voneinander getrennt,
verabreicht. Danach wurde noch 8 Dialyseintervalle lang, d.h. ebenfalls fir 240

Minuten, gemessen.

71



Methoden

Nach Beendigung der Messungen musste die Lokalisation der Dialysesonden
verifiziert werden. Dazu wurde jedes Tier durch eine i.p. Injektion mit 0.5 ml
Nembutal (nit einer Konzentration von: 60 mg/ml Pentobarbital; Sanofi, Frankreich)
letal anasthesiert und transcardial perfundiert. Dies geschah durch Offnen der
Bauchhohle und Durchtrennung der Rippenbdgen. Das Herz wurde frei prépariert
und eine Kanile in die linke Herzkammer eingefuhrt. Die absteigende Aorta wurde
abgeklemmt. Die eingefiihrte Kanile war tber ein Verteilerventil mit einem Behalter
physiologischer Kochsalzlosung und einem Behélter 4%iger phosphatgepufferter
Formalin-Losung verbunden. Der Perfusionsfluss wurde zuerst auf Kochsalz gestellt
und das rechte Atrium wurde durch einen Einschnitt gedffnet. Nachdem das Tier mit
etwa 0.5 | Kochsalzlosung transcardial perfundiert war, wurde das Ventil auf Formalin
umgestellt und nochmals mit 0.5 | Formalin-Lésung perfundiert. Nach Dekapitierung
und Entfernung des Implantats wurde der Schadel getffnet und das Gehirn
entnommen. Um das Gehirn fur die histologische Untersuchung zu praparieren,
wurde es in einer 4%igen phosphatgepufferten Formalin-Lésung (siehe Anhang) bei

4°C fur mindestens 1 Woche gelagert.

2.2.7 Histologie

Fur die histologische Untersuchung der Dialysekanale wurden die Gehirne nach
ausreichender Fixierung in Formalin-Losung mittels eines Kryotoms bei -20 °C in 50
nmm dicke Koronalschnitte geschnitten. Die Schnitte wurden direkt auf gelatinisierte
Objekttrager (siehe Anhang) aufgebracht und luftgetrocknet. Nach mindestens einem
Tag Trockenzeit wurden die Schnitte mittels Kresylviolett gefarbt (Protokolle: siehe
Anhang) und mit DePeX (Serva, Deutschland) dauerhaft fixiert. Nach einer
mindestens dreiwdchigen Trockenzeit wurde unter dem Mikroskop und unter
Zuhilfenahme eines stereotaktischen Atlanten (Paxinos & Watson, 1986), die
Lokalisation der Dialysesonden rekonstruiert. Nur Tiere mit Lokalisation der
Dialysesonden innerhalb der vorgesehenen Hirnstrukturen wurden bei der weiteren

Auswertung bericksichtigt.
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2.2.8 Auswertung und Statistik

Die Datendarstellung der Ergebnisse erfolgt in allen Experimenten deskriptiv anhand
von Mittelwerten und Standardfehlern.

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels Statistica 4.0. Um die
Vergleichbarkeit der hier gewonnen Daten mit anderen Ergebnissen aus der in-vivo
Mikrodialyse Literatur zu gewahrleisten, wurden alle neurochemischen Daten als
Prozent der Ausgangslagewerte, deren Mittelwert als 100% angesehen wurde,
dargestellt und ausgewertet. Unter der Annahme einer relativen Robustheit der
ANOVA wurden ANOVAs fur wiederholte Messungen sowohl fur die
neurochemischen als auch fir die Verhaltensdaten berechnet. ANOVAs wurden zum
einen gerechnet, um die Effekte der Behandlung innerhalb einer Gruppe, aber auch
im Vergleich zu anderen Gruppen zu testen. Als Behandlung wurde in allen
Experimenten die jeweilige Kombination aus den beiden applizierten Drogen
angesehen. Im ersten Schritt wurde innerhalb einer Gruppe eine einfaktorielle
ANOVA fir wiederholte Messungen mit dem Faktor ,Probenintervalle® Uber 18
(Experiment 1) bzw. 12 Faktorstufen (Experiment II-IV) gerechnet. Fur die post hoc
Analyse wurde der Tukey's-HSD-Test (Tukey’s honest significant difference test)
gerechnet (Ramsey, 1993), wobei die Werte nach der Behandlung mit dem letzen
Basalwert (Experiment I: P5; Experiment 1I-IV: P3) verglichen wurden (Thiel, 1999).
Im zweiten Schritt wurde eine zweifaktorielle ANOVA flr wiederholte Messungen mit
den Faktoren ,Probenintervalle® und ,Behandlungen“ (Experiment FHil: 4
Faktorstufen, Experiment 1V: 8 Faktorstufen) gerechnet. In der post hoc Analyse der
Effekte wurden mittels Tukey's-HSD-Test die Werte eines entsprechenden
Probenintervalls zwischen den Behandlungs-Gruppen verglichen. Alle p-Wert wurden
generell als Mal3 des Effekts interpretiert. Aus diesem Grund wird der Begriff

LSignifikant® bei der Interpretation der statistischen Ergebnisse nicht verwendet.
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3 Experimente

3.1 Experiment|

3.1.1 Einleitung

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die lokomotorischen Effekte einer
systemischen Kokain-Injektion durch lokale Injektion von Kokain in den Nac
nachgeahmt werden konnen (Kelly & Iversen, 1976; Delfs et al.,, 1990; Ikemoto,
2002). Innerhalb des Nac galt lange die dopaminerge Innervierung fur die
Verhaltenseffekte von Kokain verantwortlich (siehe 1.1.5.). Die pharmakologische
Untersuchung der Rolle des 5-HTia-Rezeptors bei den Verhaltenseffekten von
Kokain war lange Zeit durch das Fehlen eines hinreichend selektiven 5-HTia-
Rezeptor Antagonisten erschwert (Routledge, 1996). Mit WAY100635 wurde
erstmals ein hoch potenter, selektiver und stiller 5-HT1a-Rezeptor Antagonist
beschrieben (Forster et al., 1995; Fletcher et al., 1996). In rachfolgenden Studien
wurde gezeigt, dass die selektive pharmakologische Blockade des 5-HT1a-Rezeptors
mit WAY100635 akute Kokain-induzierte Hyperaktivitat inhibieren kann (Carey et al.,
2000, 2001). Die systemische Applikation von WAY100635 allein fluhrte zudem zu
einem Anstieg des Putzverhaltens, konnte jedoch die Kokain-induzierte Inhibierung
von Putzverhalten nicht aufheben (Carey et al., 2001). Der neurochemische
Mechanismus, der diesen Verhaltenseffekten zugrunde lag, war bisher unklar und
sollte in diesem Experiment untersucht werden. Aufgrund der bisher bekannten
neurochemischen Effekte von Kokain sollten zunadchst der zeitliche Verlauf der
extrazellularen DA- und DOPAC- Konzentration im Nac parallel zur
Verhaltensaktivitat nach systemischer Gabe des 5-HTia-Rezeptor Antagonisten
WAY100635 und Kokain untersucht werden. Dabei wurde einerseits eine
WAY100635-induzierte Inhibierung akuter Kokain-induzierter Hyperaktivitdt als
Replikation der Befunde von Carey et al. (2000, 2001) erwartet. Auf
neurochemischer Seite wurde andererseits eine veranderte DA- und DOPAC-Antwort
im Nac nach WAY 100635 und Kokain vermutet.
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3.1.2 Spezielle Methoden

Eine Woche vor Beginn der in-vivo Mikrodialyse Messungen wurden jedem Tier zwei
FUhrungskanilen in einem Winkel von +/- 10° in den Nac (rechts und links)
implantiert. Die Koordinaten waren: anterior: +1.2 mm, lateral: +/- 3.0 mm, ventral:
-6.0 mm (Referenz: Bregma, Paxinos & Watson, 1986). Die Dialysesonden wurden in
Experiment | bereits am Nachmittag vor dem Messtag bilateral in den Nac
eingesetzt. Am Messtag wurde zunachst der Perfusionsfluss auf 2.0 ni/min gestellt
und weitere 2 Stunden gewartet. Wahrend des Experiments erfolgte die
Probennahme alle 20 Minuten (Probenintervall). Zunachst wurden 5 Ausgangslage-
Proben genommen. Dem folgte eine ip. Injektion mit entweder 0.4 mg/kg
WAY100635 (N-{2-[4-(2-methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl}-N-(2-pyridinyl) cyclo-
hexane-carboxamide trihydrochloride; Research Biochemicals, USA) oder 0.9%iger
Kochsalzldsung (Saline). Nach einem weiteren Probenintervall erhielt jedes Tier eine
weitere i.p. Injektion mit entweder 10 mg/kg Kokain (Merck, Deutschland) oder
Saline. Die verwendeten Konzentrationen WAY100635 und Kokain wurden den
Arbeiten von Carey et al. (2000, 2001) enthommen. Sowohl WAY100635 als auch
Kokain wurden fur die i.p. Applikation in Saline gelost. Alle Injektionen wurden in
einem Volumen von 1 ml/kg i.p. verabreicht. Nach der zweiten i.p. Injektion wurde
noch 12 Intervalle lang, d.h. fur 240 Minuten, gemessen. Alle Mikrodialyseproben
wurden mittels HPLC-EC auf ihren Gehalt an DA und DOPAC untersucht. Da keine
Unterschiede zwischen linkem und rechtem Nac in der neurochemischen Antwort auf
die pharmakologische Behandlung erwartet wurden, sollten die Ergebnisse fur DA

und DOPAC jeweils fur die Analyse gepoolt werden.

3.1.3 Ergebnisse

3.1.3.1 Histologie

Die Lokalisation der Mikrodialysesonden innerhalb des Nac ist in Abbildung 4
dargestellt. Die Dialysesonden aller untersuchten Tiere waren im Nac lokalisiert, so
dass kein Tier von der Auswertung ausgeschlossen werden musste. Bei einigen
Tieren kam es zu einem unilateralen Verlust der Dialysesonden (Verstopfung der
Silica-Kapillare).
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1.2 rmr

amm

17 mm

Abb. 4 Lokalisation der Mikrodialysesonden (aktive Membranflache) in Koro-
nalschnitten des Rattenhirns nach Paxinos & Watson (1986). Die Zahlen zeigen den
Abstand von Bregma an.

3.1.3.2 Verhalten

Die Injektion von Saline/Kokain (n=9) induzierte einen bedeutenden Anstieg der
Lokomotion (F17136=4.11, p<0.0001; Abb. 5), der im 20 Minuten Intervall nach der
Kokain-Injektion (P7) sein Maximum erreichte (Tukey’'s Test, P5 vs. P7: p<0.0001).
Die Injektion von WAY100635/Kokain (n=9) flhrte ebenfalls zu einem Anstieg der
Lokomotion nach der Kokain-Injektion (F17153=2.28, p<0.01), der jedoch geringer war
als in der Saline/Kokain Gruppe und sich nicht bedeutsam von der Ausgangslage
unterschied (Tukey's Test, p>0.05). Ebenfalls die Injektion von WAY100635/Saline
(n=6) fuhrte zu einem schwachen Anstieg in der Lokomotion (Fi763=2.48, p<0.01),
der sein Maximum im Intervall nach der WAY100635 Injektion (P6) erreichte (Tukey’s
Test, P5 vs. P6: p<0.05). Die Injektion von Saline/Saline (n=7) induzierte ebenfalls
einen schwachen Anstieg der Lokomotion (F17102=2.04, p<0.05), der jedoch keinen
bedeutsamen Unterschied zur Ausgangslage aufwies (Tukey’'s Test, p>0.05). Eine
zweifaktorielle ANOVA zeigte deutliche Effekte fir die Faktoren Probenintervalle

(F17.450=3.57, p<0.0001), Behandlung (F327=5.69, p<0.01) und die Probenintervalle x
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Behandlung Interaktion (Fs;450=2.81, p<0.0001). Post hoc Tukey’'s Tests fur die
Interaktion zeigten einen bedeutsamen Unterschied in der Lokomotion zwischen der
Saline/Kokain und der WAY100635/Kokain Gruppe in den beiden 20 Minuten
Intervallen nach der Kokain-Injektion (P7: p<0.001; P8: p<0.001). Die Lokomotion
unterschied sich ebenfalls bedeutsam in diesen Intervallen zwischen der
Saline/Kokain und der Saline/Saline Gruppe (P7: p<0.001; P8: p<0.0001). Kein
bedeutsamer Unterschied fand sich dagegen zwischen WAY100635/Kokain und
Saline/Saline Gruppe und zwischen WAY100635/Saline und Saline/Saline Gruppe
(p>0.05). Diese Ergebnisse werden zudem durch die Feinanalyse der Lokomotion
(Abb. 6) bestatigt, die zeigt, dass der Anstieg der Lokomotion nach der Kokain-
Injektion in der Saline/Kokain Gruppe deutlich groRer ist, als der in der
WAY100635/Kokain Gruppe, und beide Anstiege wiederum groéf3er sind als die
lokomotorische Aktivitat in der WAY100635/Saline und der Saline/Saline Gruppe.

Die Injektion von Saline/Kokain induzierte einen bedeutsamen Anstieg im
Aufrichtverhalten (F17136=3.73, p<0.0001; Abb. 5), der im 20 Minuten Intervall nach
der Kokain-Injektion (P7) sein Maximum erreichte (Tukey's Test, P5 vs. P7:
p<0.0001). Die Injektion von WAY100635/Kokain fuhrte ebenfalls zu einem Anstieg
im Aufrichtverhalten nach der Kokain-Injektion (F17153=2.18, p<0.01), der jedoch
geringer war als in der Saline/Kokain Gruppe und sich nicht bedeutsam von der
Ausgangslage unterschied (Tukey's Test, p>0.05). Ebenfalls die Injektion von
WAY100635/Saline fuhrte zu einem schwachen Anstieg im Aufrichtverhalten
(F1768=5.51, p<0.0001), der sein Maximum im Intervall nach der WAY100635-
Injektion (P6) erreichte (Tukey's Test, P5 vs. P6: p<0.001). Die Injektion von
Saline/Saline induzierte einen schwachen Anstieg im Aufrichtverhalten (F17,102=1.77,
p<0.05), der jedoch keinen bedeutsamen Unterschied zum letzten Ausgangslagewert
P5 aufwies (Tukey's Test, p>0.05). Eine zweifaktorielle ANOVA zeigte deutliche
Effekte fur den Faktor Probenintervalle (F17450=3.67, p<0.0001) und die
Probenintervalle x Behandlung Interaktion (Fs1459=1.85, p<0.001). Post hoc Tests fur
die Interaktion zeigten einen bedeutsamen Unterschied im Aufrichtverhalten
zwischen der Saline/Kokain und der WAY100635/Kokain Gruppe im 20 Minuten
Intervall nach der Kokain-Injektion (P7: p<0.0001). Das Aufrichtverhalten unterschied
sich ebenfalls bedeutsam in diesem Intervall zwischen der Saline/Kokain und der
Saline/Saline Gruppe (P7: p<0.0001).
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Kein bedeutsamer Unterschied fand sich dagegen zwischen der WAY100635/Kokain
und Saline/Saline Gruppe und zwischen der WAY100635/Saline und Saline/Saline
Gruppe (p>0.05). Analog zur Lokomotion zeigt die Feinanalyse des
Aufrichtverhaltens (Abb. 6), dass der Anstieg im Aufrichtverhalten nach der Kokain-
Injektion in der Saline/Kokain Gruppe deutlich groRer ist als der in der
WAY100635/Kokain Gruppe und beide Anstiege wiederum grof3er sind als die
Aufrichtaktivitat in der WAY100635/Saline und der Saline/Saline Gruppe.

Weder die Saline/Kokain noch die WAY100635/Kokain oder die Saline/Saline
Behandlung hatten einen bedeutsamen Effekt auf das Putzverhalten (p>0.05; Abb.
5). Von allen vier Gruppen flihrte lediglich die WAY100635/Saline Behandlung zu
einem bedeutsamen Anstieg im Putzverhalten (Fs;459=1.85, p<0.001), der nach der
WAY100635-Injektion begann und im Intervall P7 sein Maximum erreichte (Tukey’'s
Test, P5 vs. P7: p<0.05). Eine zweifaktorielle ANOVA zeigte bedeutsame Effekte fur
die Faktoren Probenintervalle (Fi7476=2.00, p<0.01) und Behandlung (F32s=4.45,
p<0.05) und die Probenintervalle x Behandlung Interaktion (Fs1476=2.28, p<0.0001).
Post hoc Tests fur die Interaktion zeigten jedoch keinen deutlichen Unterschied. Die
Feinanalyse des Putzverhaltens verdeutlicht dagegen, dass die Putzaktivitat in
beiden WAY100635 Gruppen nach der ersten Injektion in Intervall P6 ansteigt. Nach
der Kokain-Injektion fallt sie in der WAY100635/Kokain Gruppe jedoch auf das Level
der Saline/Saline und Saline/Kokain Gruppe ab, wogegen sie in der
WAY100635/Saline Gruppe auch nach der Saline-Injektion noch erhéht bleibt.
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3.1.3.3 Neurochemie

Der mittlere Ausgangslagewert der DA-Konzentration im Nac betrug 10.7 + 0.6 pg/40
m, wobei kein bedeutsamer Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen in der
Ausgangslage beobachtet wurde (links und rechts: p>0.05). Der mittlere
Ausgangslagewert der DOPAC-Konzentration im Nac betrug 1340.1 + 55.8 pg/40 mi,
wobei ebenfalls kein bedeutsamer Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen
in der Ausgangslage beobachtet wurde (links und rechts: p>0.05). Weiterhin wurde
kein bedeutsamer Unterschied zwischen dem linken und rechten Nac in der DA- und
DOPAC-Konzentration (p>0.05) beobachtet. Deshalb konnten die Ergebnisse fiir den

linken und rechten Nac fir die Auswertung gepoolt werden.

Die Injektion von Saline/Kokain induzierte einen bedeutsamen Anstieg der DA-
Konzentration im Nac (F17187=9.24, p<0.0001; Abb. 7), der im 20 Minuten Intervall
nach der Kokain-Injektion (P7) sein Maximum erreichte (Tukey’'s Test, P5 vs. P7 und
P8: p<0.0001). Die Injektion von WAY100635/Kokain flihrte ebenfalls zu einem
Anstieg der DA-Konzentration im Nac nach der Kokain-Injektion (Fi7187=7.59,
p<0.0001), der mit dem in der Saline/Kokain Gruppe vergleichbar war, sein Maximum
aber erst ein Probenintervall spéater (P8) erreichte (Tukey’s Test, P5 vs. P7 und P8:
p<0.0001). Weder die Injektion von WAY100635/Saline noch die Injektion von
Saline/Saline hatten einen bedeutsamen Effekt auf die DA-Konzentration im Nac
(p>0.05). Eine zweifaktorielle ANOVA zeigte bedeutsame Effekte fur die Faktoren
Probenintervalle (F17697=9.18, p<0.0001), Behandlung (F341=6.13, p<0.01) und die
Probenintervalle x Behandlung Interaktion (Fs1697=4.13, p<0.0001). Post hoc Tukey’'s
Tests fir die Interaktion zeigten einen deutlichen Unterschied zwischen
Saline/Kokain und Saline/Saline Gruppe (P7: p<0.0001, P8: p<0.001) und zwischen
WAY100635/Kokain und Saline/Saline Gruppe (P7 und P8: p<0.0001), nicht jedoch
zwischen Saline/Kokain und WAY100635/Kokain oder zwischen WAY100635/Saline
und Saline/Saline Gruppe (p>0.05).
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Die Injektion von Saline/Kokain induzierte einen leichten Anstieg in der DOPAC-
Konzentration im Nac (Abb. 7), der von einem Abfall unter Ausgangslageniveau
gefolgt wurde (Fi17221=2.45, p<0.01). Post hoc Tests zeigten jedoch keinen
bedeutsamen Effekt im Vergleich zur Ausgangslage (p>0.05). Ebenfalls die Injektion
von WAY100635/Kokain induzierte einen leichten Anstieg in der DOPAC-
Konzentration im Nac, der von einem, bis zum Ende der Messungen anhaltenden,
Abfall unter Ausgangslageniveau gefolgt wurde (F17238=5.73, p<0.0001). Post hoc
Tests zeigten keinen bedeusamen Effekt im Vergleich zur Ausgangslage (p>0.05).

Ein lang anhaltender Anstieg der DOPAC-Konzentration im Nac folgte der Injektion

82



Experiment |

von WAY100635/Saline (F17170=8.33, p<0.0001), der sein Maximum in Intervall P7
erreichte (Tukey’'s Test, P5 vs. P7: p<0.001, P8: p<0.001). Ein kirzerer Anstieg der
DOPAC-Konzentration folge der Injektion von Saline/Saline (F17170=3.60, p<0.0001).
Post hoc Tests zeigten jedoch keinen bedeutsamen Effekt im Vergleich zur
Ausgangslage (p>0.05). Eine zweifaktorielle ANOVA zeigte deutliche Effekte fur die
Faktoren Probenintervalle (F17799=7.39, p<0.0001), Behandlung (F347=3.13, p<0.05)
und die Probenintervalle x Behandlung Interaktion (Fs1799=3.07, p<0.0001).
Bedeutsame Unterschiede wurden zwischen Saline/Kokain und Saline/Saline
Gruppe (Tukey's Test, P9: p<0.01) und WAY100635/Kokain und Saline/Saline
Gruppe (Tukey’'s Test, P8: p<0.05, P9: p<0001, P10: p<0.05) und auch zwischen
Saline/Kokain und WAY1006357/Kokain Gruppe (Tukey's Test, P18: p<0.001)
gefunden. Kein bedeutsamer Unterschied wurde in post hoc Tests fur die Interaktion
zwischen der WAY100635/Saline und der Saline/Saline Gruppe gefunden (p>0.05).

3.1.4 Diskussion

3.1.4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In Experiment | wurde gefunden, dass der 5HTia-Rezeptor Antagonist WAY100635
die akuten Verhaltenseffekte von Kokain inhibieren kann. Die Injektion von Kokain
(10 mgl/kg, i.p.) fuhrte zu einem Anstieg der Lokomotion und des Aufrichtverhaltens.
Kokain hatte dabei keinen erkennbaren Einfluss auf das Putzverhalten. Eine
Dosierung von 0.4 mg/kg WAY100635 filihrte zu einer Verringerung des Kokain-
induzierten Anstiegs der Lokomotion und des Aufrichtverhaltens. WAY100635 hatte
jedoch keinen Einfluss auf das Putzverhalten nach Kokain-Gabe. Kokain induzierte
parallel zur Hyperaktivitat einen Anstieg der extrazellularen DA-Konzentration im
Nac. Obwohl WAY100635 die akute Kokain-induzierte Hyperaktivitat inhibieren
konnte, unterschied sich der zeitliche Verlauf der DA-Konzentration im Nac nicht
zwischen Saline/Kokain und WAY100635/Kokain Gruppen. Kokain hatte in diesem
Experiment keinen bedeutsamen Einfluss auf den zeitlichen Verlauf der DOPAC-
Konzentration im Nac. Auch die Gabe von WAY100635/Kokain hatte keinen Einfluss
auf die DOPAC-Konzentration im Vergleich zur Ausgangslage, war aber im letzten

Messintervall deutlich verringert gegentber Saline/Kokain. Sowohl die Saline/Kokain
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als auch die WAY100635/Kokain Behandlung fiulhrten zu einer verringerten DOPAC-
Konzentration im Vergleich zu Saline.

Die Gabe von WAY100635 allein fihrte zu einem leichten Anstieg in der Lokomotion
und im Aufrichtverhalten unmittelbar nach WAY100635-Gabe, der sich allerdings nur
in der WAY100635/Saline, nicht jedoch in der WAY100635/Kokain Gruppe
bedeutsam von der Ausgangslage unterschied. WAY100635 fiihrte zudem zu einem
Anstieg im Putzverhalten, der durch Kokain-Gabe in der WAY100635/Kokain Gruppe
inhibiert wurde. Die Injektion von Saline hatte keinen Effekt auf die Lokomotion, das
Aufricht- oder Putzverhalten. Weder WAY100635 noch Saline hatten einen
deutlichen Einfluss auf die DA-Konzentration im Nac. WAY100635 flhrte zu einem
Anstieg der DOPAC-Konzentration im Vergleich zur Ausgangslage, nicht jedoch im
Vergleich zu Saline.

3.1.4.2 5-HTia-Rezeptor Antagonismus und die Verhaltenseffekte von Kokain

Die in Experiment | beobachteten Ergebnisse bestatigen die Befunde von Carey et
al. (2000, 2001), die eine Inhibierung Kokain-induzierter Hyperaktivitat durch
pharmakologische Blockade des 5-HTia-Rezeptors berichten. Eine verringerte
Bioverfugbarkeit von Kokain nach WAY100635-Gabe ist als Ursache fir die Effekte
auf Kokain-induzierte Hyperaktivitdt genauso unwahrscheinlich wie eine verringerte
Corticosteron-Antwort im Blut. Carey et al. (2001) hatten gezeigt, dass eine
Konzentration von 0.4 mg/kg WAY100635 (i.p.) keinen Einfluss auf die
Bioverfugbarkeit von Kokain im Gehirn oder den Kokain-induzierten Anstieg von
Corticosteron im Blut hat. Bezliglich der Effekte einer pharmakologischen Blockade
des 5-HTia-Rezeptors auf Kokain-induzierte Hyperaktivitdt gibt es allerdings auch
gegenteilige Befunde. So fanden Przegalifiski & Filip (1997) keinen Effekt auf
Hyperaktivitdt mit dem weniger selektiven 5-HT1a-Rezeptor Antagonisten WAY
100135, induziert durch eine geringe Dosis Kokain (5 mg/kg, i.p.). Herges & Taylor
(1998) berichteten sogar eine leichte Potenzierung der lokomotorischen Effekte von
Kokain (15 mg/kg, i.p.) durch WAY100635 (0.1 und 1.5 mg/kg, s.c.). Allerdings
verwendeten diese Autoren eine Anordnung mit drei Injektionen, bei der WAY 100635
subkutan, dann Saline und erst 1 Stunde danach Kokain verabreicht wurden. Damit
sind beide Studien nur bedingt mit den Ergebnissen aus Experiment | und den

Ergebnissen von Carey et al. (2000, 2001) vergleichbar. Ausgehend von den hier
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dargestellten Ergebnissen und den Befunden von Carey et al. (2000, 2001) kann
angenommen werden, dass ein funktionaler, d.h. nicht blockierter 5HT1a-Rezeptor
eine essentielle Voraussetzung fur die Expression akuter Kokain-induzierter
Hyperaktivitat ist, die sich bei der Ratte vor allem in einem Anstieg der Lokomotion
und des Aufrichtverhaltens auf3ert. Die in der Literatur berichtete Inhibierung
spontanen Putzverhaltens durch Kokain (van der Hoek & Coopper, 1990; Cooper &
van der Hoek, 1993) konnte in diesem Experiment nicht beobachtet werden. Ein
Grund dafur konnte die geringe spontane Haufigkeit von Putzverhalten sein, so dass
es nach Kokain-Gabe zu einem Bodeneffekt kommt. Die inhibitorischen Effekte von
Kokain auf das Putzverhalten werden aber auch in diesem Experiment sichtbar, da
Kokain, das durch 5-HT;a-Rezeptor Blockade induzierte Putzverhalten, inhibiert.
Daraus geht hervor, dass die pharmakologische Blockade des 5-HTia-Rezeptors
nicht alle akuten Verhaltenseffekte von Kokain blockieren kann. Zumindest die
Kokain-induzierte ~ Suppression von Putzverhalten scheint 5-HT;a-Rezeptor
unabhangig zu sein. In Experiment | wurde auch bestétigt, dass die akute
Unterdriickung von Putzverhalten durch Kokain keinen sekundaren Verhaltenseffekt
darstellt, der aus der erhohten Lokomotion resultiert. Obwohl die 5-HT;a-Rezeptor
Blockade eine akute Kokain-induzierte Hyperaktivitdt hemmt, kommt es nicht zu

einem Anstieg im Putzverhalten.

3.1.4.3 5-HTia-Rezeptor Antagonismus und die Effekte von Kokain im
dopaminergen System
Das Ziel von Experiment | war es, zu untersuchen, ob die durch 5HT;a-Rezeptor
Blockade induzierte Inhibierung akuter Kokain-induzierter Hyperaktivitat durch einen
dopaminergen Mechanismus im Nac mediiert wird. Die Ergebnisse zeigen deutlich,
dass dies nicht der Fall war. Obwohl die pharmakologische Blockade des 5HTia-
Rezeptors die Verhaltensaktivierung nach Kokain hemmt, beeinflusst sie nicht den
Kokain-induzierten Anstieg der DA-Konzentration im Nac. Ichikawa et al. (1995)
fanden, dass ein durch Amphetamin induzierter DA-Anstieg im Nac durch 5HTia-
Rezeptor Blockade ebenfalls nicht beeinflusst wird. Die Hyperaktivitdit nach Kokain
und anderen Psychostimulantien wurde bisher stets mit dem DA-Anstieg im Nac
assoziiert (Koob 1992). Diese Annahme kann nach den Ergebnissen von Experiment

| angezweifelt werden. Eine verringerte DOPAC-Konzentration im Nac, im Vergleich
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zu Saline, wurde in beiden Kokain Gruppen gefunden und reflektiert eine verringerte
DA-Syntheseaktivitdit nach Kokain-Gabe (Racke” et al., 1987; Zetterstrom et al.,
1988; Cumming et al., 1992). Es ist bekannt, dass Kokain durch Blockade des DAT
zu einem Anstieg der extrazellularen DA-Konzentration, auf der Ebene der Somata
dopaminerger Neurone jedoch zu einer Verringerung der Feuerfrequenz fihrt
(Johanson & Fischman, 1989). Da die DA-Syntheserate an die Feuerfrequenz
gekoppelt ist, bestatigt eine verringerte DA-Syntheserate nach Kokain die bekannten
Befunde. Die pharmakologische Blockade des 5-HTia-Rezeptors hatte in diesem
Experiment keinen Einfluss auf die DOPAC-Konzentration nach Kokain-Gabe. Damit
bestatigt dieses Experiment wiederum die Befunde von Carey et al. (2001), die post
mortem in Hirngewebeproben gezeigt hatten, dass die Verabreichung des 5HTia-
Rezeptor Antagonisten WAY100635 keinen Effekt auf die Kokain-induzierte
Verringerung des DOPAC/DA-Konzentrationsverhaltnisses im Hirngewebe hat. Aus
Experiment | geht hervor, dass ein Anstieg der DA-Konzentration im Nac
mdoglicherweise eine notwendige, aber keine hinreichende, Bedingung fir eine
Verhaltensaktivierung nach Kokain ist. Wenn die dopaminerge Antwort im Nac aber
nicht, wie bisher angenommen, allein verantwortlich fir die akute Kokain-induzierte
Hyperaktivitat ist, stellt sich die Frage, welche neurochemischen Mechanismen und

Hirnstrukturen neben dem DA im Nac dafir mitverantwortlich sind.

3.1.4.4 5-HTia-Rezeptor Antagonismus und spontanes Verhalten

Die pharmakologische Blockade des 5-HTia-Rezeptors hatte in Experiment | nur
einen schwachen aktivierenden Effekt auf Lokomotion und Aufrichtverhalten. Der
5-HT1a-Rezeptor scheint damit nicht essentiell an der Generierung spontaner
Lokomotion und Aufrichtaktivitat beteiligt zu sein (Herges & Taylor, 1998; Carey et
al.,, 2000, 2001). Die lokomotorischen Aktivierungseffekte, die in einer Studie von
Jackson et al. (1998) gefunden wurden, gehen auf eine deutlich héhere Dosierung
von WAY100635 zurick (>0.97 mg/kg, s.c.), bei der die Aktivierung anderer
Rezeptoren, wie z.B. des DA D2-Rezeptors, nicht mehr ausgeschlossen werden
kann (Fletcher et al., 1996). Die pharmakologische Blockade des 5HTia-Rezeptors
induzierte Putzverhalten in diesem und in anderen Experimenten (Carey et al., 2000,
2001). Damit konnte die Annahme einer inhibitorischen Rolle des 5HTia-Rezeptors

bei spontanem Putzverhalten bestétigt werden.
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3.1.45 5-HT;a-Rezeptor Antagonismus und das dopaminerge System

Die pharmakologische Blockade des 5HTia-Rezeptors hatte in diesem Experiment
keinen Einfluss auf die extrazellulare DA-Konzentration im Nac. Diese Beobachtung
wird durch mehrere Befunde unterstiitzt, wie z.B. die von Lejeune & Millan (1998),
die zeigen konnten, dass WAY100635 keinen Effekt auf die Feuerfrequenz
dopaminerger Neurone in der VTA hat. Cousins & Seiden (2000) fanden zudem,
dass WAY100635 keinen Effekt auf DA sensitive konditionierte Verstarkung hat. Da
die DA-Syntheserate von der Feuerfrequenz dopaminerger Neurone abhéangt, ist der
beobachtete Anstieg der extrazellularen DOPAC-Konzentration im Nac nach
WAY100635 kritisch zu betrachten, zumal er sich nicht bedeutsam von einem

leichten Anstieg der DOPAC-Konzentration nach Saline-Injektion unterschied.
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3.2 Experimentll

3.2.1 Einleitung

Das wichtigste Ergebnis aus Experiment | war, dass die 5HTia-Rezepor induzierte
Hemmung der akuten Hyperaktivitdt nach Kokain nicht durch eine verénderte
Aktivierung der dopaminergen Innervierung des Nac mediiert wurde. Ein Anstieg der
DA-Konzentration im Nac allein reicht demzufolge nicht aus, um die akute
Hyperaktivitdat nach Kokain-Gabe zu induzieren. Zweifel an der alleinigen Rolle von
DA im Nac bei der neurochemischen Mediierung der akuten Hyperlokomotion nach
Kokain hatten auch Studien von Rothman et al. (1992) und Newman et al. (1994)
aufgeworfen. Die Autoren fanden, dass die Affinitat verschiedener selektiver DAT-
Blocker zum DAT nicht mit der Intensitat der dadurch induzierten lokomotorischen
Aktivierung Kkorreliert. Zudem wurde gefunden, dass Kokain auch weiterhin von
Mausen, die keinen DAT mehr exprimieren (DAT-Gen knock out), selbstverabreicht
wird (Rocha et al., 1998), was gegen eine Rolle des DAT bei den Verstarkereffekten
von Kokain sprechen wirde (siehe aber auch: Carboni et al.,, 2001). Sora et al.
(2001) bestatigten diese Vermutung, indem sie zeigen konnten, dass Kokain auch in
DAT knock out Mausen noch konditionierte Platzpraferenz, die ein Mal3 fur die
Verstarkerwirkung eines Stimulus ist, induzieren kann. Erst wenn neben dem DAT
auch noch der SERT nicht mehr exprimiert wird (DAT/SERT-Doppel-Gen knock out),
kann Kokain keine konditionierte Platzpraferenz mehr induzieren. Diese Befunde
sprechen nicht nur gegen eine alleinige Rolle des dopaminergen Systems, sondern
auch fur eine zusatzliche Rolle des serotonergen Systems bei den akuten
Verhaltenseffekten von Kokain.

Das serotonerge System wurde bereits mehrfach im Zusammenhang mit Kokain
untersucht (Walsh & Cunningham, 1997). Eine Beteiligung an den
Verhaltenseffekten von Kokain gilt als nachgewiesen, wobei die genauen
neurochemischen Mechanismen noch unklar sind. Das Ziel von Experiment Il war es
deshalb zu untersuchen, inwieweit Veranderungen in der serotonergen Aktivitdt an
der 5HT1a-Rezeptor mediierten Inhibierung der akuten Verhaltenseffekte von Kokain
beteiligt sind. Sowohl der Nac selbst als auch Nac-Afferenzen und Nac-Efferenzen
unterliegen einem starken serotonergen Einfluss (Jacobs & Azmitia, 1992; Halliday et
al., 1995; Feldman et al., 1997; Baumgarten & Grozdanovic, 1999; Jacobs & Fornal,

1999). Eine wichtige afferente Projektion zum Nac, die an der Generierung spontaner
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lokomotorischer Aktivitat beteiligt ist, hat ihren Ursprung im ventralen Hippocampus
(Kelley & Domesick, 1982; Groenewegen et al., 1987). Diese Projektion benutzt, so
wie die Nac Afferenzen aus dem prafrontalen Kortex oder der Amygdala, Glutamat
als Transmitter (Johnston & Amaral, 1998). Ein Anstieg der Glutamat-Konzentration
im Nac nach Kokain-Gabe (Smith et al., 1995) kénnte damit auch ein Indikator einer
veranderten Aktivitdt der Hippocampus-Nac Projektion sein. Sowohl im Nac als auch
im Hippocampus beeinflusst 5-HT die neuronale Aktivitat (Azmitia et al., 1984; White
et al., 1993). Allerdings wurde ein Anstieg der extrazellularen 5-HT-Konzentration
nach Kokain-Gabe bisher lediglich fur den Nac, nicht aber fir den Hippocampus
gezeigt (Parsons & Justice, 1993; Essman et al., 1994; Teneud et al., 1996; Andrews
& Lucki, 2001). Da auch der Hippocampus Uber SERTSs, d.h. Uber die primaren
Bindungsstellen von Kokain im serotonergen System, verfligt, wurde postuliert, dass
Kokain, &hnlich wie im Nac, auch im Hippocampus zu einem Anstieg der
extrazelluldren 5-HT-Konzentration fuhrt. Weil der 5-HTia-Rezeptor ein wichtiger
Bestandteil des serotonergen Systems ist und die Feuerfrequenz serotonerger
Neurone reguliert, wurde weiterhin erwartet, dass die pharmakologische Blockade
des 5-HTia-Rezeptors parallel zur Inhibierung der Kokain-induzierten Hyperaktivitat
den 5-HT-Anstieg nach Kokain im Nac und Hippocampus und die 5-HT-

Syntheseaktivitat moduliert.

3.2.2 Spezielle Methoden

Eine Woche vor Beginn der in-vivo Mikrodialyse Messungen wurden jedem Tier zwei
FUhrungskantlen, jeweils eine in den Nac und eine in den ventralen Hippocampus,
implantiert. Die Fuhrungskanile in den Nac wurde in einem Winkel von +/- 10° mit
den Koordinaten: anterior: +1.2 mm, lateral: +/-2.6 mm, ventral: -5.8 mm (Referenz:
Bregma, Paxinos & Watson, 1986) implantiert. Leicht von Experiment | abweichende
Koordinaten ergaben sich aus der Verwendung einer modifizierten, d.h. langeren
Dialysesonde. Die Koordinaten fir die Fuhrungskanile im Hippocampus waren:
anterior: -6.0 mm, lateral: +/-4.8 mm, ventral: -3.2 mm (Referenz: Bregma, Paxinos &
Watson, 1986). Um eine sichere Messung von 5-HT im Nac zu gewabhrleisten, wurde
im Vergleich zu Experiment | eine langere Dialysesonde (aktive Flache; Nac: 3 mm;
Hippocampus: 4 mm) verwendet. Zudem wurde mit 10 Minuten langeren

Probenintervallen bei einem auf 1.5 n¥/min verringerten Perfusionsfluss gemessen.
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Da in Vortests bei einigen Tieren Uber Nacht ein Absinken der 5-HT-
Ausgangslagekonzentration unter das Detektionslimit beobachtet wurde, konnten in
den Experimenten II-IV die Dialysesonden erst am Tag der Messungen eingesetzt
werden. Dieses Vorgehen entspricht einer generell Ublichen Praxis bei in-vivo
Mikrodialyse Messungen am anasthesierten Tier (z.B. De Souza et al.,, 1997,
Dringenberg et al., 1998). Nach spatestens 2 Stunden wurde in jedem gemessenen
Tier eine stabile Ausgangslagekonzentration 5-HT und 5-HIAA beobachtet (siehe
auch: Carboni & Di Chiara, 1989; Sharp et al., 1989a).

Wahrend des Experiments erfolgte die Probennahme alle 30 Minuten
(Probenintervall). Zunachst wurden 3 Ausgangslage Proben genommen. Dem folgte
eine i.p. Injektion mit entweder 0.4 mg/kg WAY100635 oder Saline. Nach einem
weitern Probenintervall erhielt jedes Tier eine zweite i.p. Injektion mit entweder 10
mg/kg Kokain oder Saline. Die verwendeten Konzentrationen WAY100635 und
Kokain wurden den Arbeiten von Carey et al. (2000, 2001) entnommen und
entsprachen damit denen in Experiment |. Sowohl WAY100635 als auch Kokain
wurden fur die i.p. Applikation in Saline gelost. Alle Injektionen wurden in einem
Volumen von 1 ml/kg i.p. verabreicht. Nach der zweiten i.p. Injektion wurde noch 8
Intervalle lang, d.h. fur 240 Minuten, gemessen. Alle Mikrodialyseproben wurden
mittels HPLC-EC auf ihren Gehalt an 5-HT und 5-HIAA untersucht.

3.2.3 Ergebnisse

3.2.3.1 Histologie

Die Lokalisation der Mikrodialysesonden innerhalb des Hippocampus und des Nac ist
in Abbildung 8 dargestellt. Die Dialysesonden eines Tieres waren nicht in den
entsprechenden Hirngebieten lokalisiert, weshalb das Tier von der weiteren
Auswertung ausgeschlossen wurde. Die Dialysesonden aller anderen Tiere waren im
Hippocampus und Nac lokalisiert. Bei einigen Tieren kam es zu einem unilateralen

Verlust der Dialysesonden (Verstopfung der Silica-Kapillare).
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Abb. 8 Lokalisation der Mikrodialysesonden (aktive Membranflache) in Koro-
nalschnitten des Rattenhims nach Paxinos & Watson (1986). Die Zahlen zeigen
den Abstand von Bregma an.

3.2.3.2 Verhalten

Die Injektion von Saline/Kokain (n=13) induzierte einen bedeutsamen Anstieg der
Lokomotion (F11132=7.36, p<0.0001; Abb. 9), der im 30 Minuten Intervall nach der
Kokain-Injektion (P5) sein Maximum erreichte (Tukey’'s Test, P3 vs. P5: p<0.0001).
Die Injektion von WAY100635/Kokain (n=9) fulhrte ebenfalls zu einem Anstieg der
Lokomotion (F118s=3.58, p<0.001), der bereits im Intervall nach der WAY100635
Injektion (P4) begann und im Intervall nach der Kokain-Injektion (P5) sein Maximum
erreichte (Tukey’'s Test, P3 vs. P4 und P5: p<0.05). Dieser Anstieg war jedoch
geringer als in der Saline/Kokain Gruppe. Die Injektion von WAY100635/Saline (n=9)
hatte keinen bedeutsamen Effekt auf die Lokomotion in diesem Experiment (p>0.05).
Die Injektion von Saline/Saline (n=10) induzierte einen schwachen Anstieg der
Lokomotion (F1199=2.10, p<0.05), der jedoch keinen bedeutsamen Unterschied zur

Ausgangslage aufwies (Tukey’s Test, p>0.05).
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Abb. 9 Lokomotion (A)
und Aufrichtverhalten (B)
nach  Behandlung  mit
entweder WAY100635
(0.4 mg/kg)-Kokain (10
mg/kg), 0.9%iger Koch-
salzlésung (Saline)-Ko-
kain, WAY100635-Saline
oder Saline-Saline. Dar-
gestellt sind Mittelwerte
und Standardfehler fir
jede Behandlungsgruppe
fr einen Zeitraum von 12
Probenintervallen (P) mit
einer Dauer von jeweils
30 Minuten. Drei
Ausgangslage Proben-
intervallen (P1-P3) folg-
ten jeweils 2 ip. In-
jektionen  (Pfeile) im
Abstand von 30 Minuten.

Eine zweifaktorielle ANOVA zeigte deutliche Effekte flr den Faktor Probenintervalle

(F11,407=5.93,

p<0.0001)

und die Probenintervalle x Behandlung

Interaktion

(F33.407=4.21, p<0.0001). Post hoc Tukey's Tests fur die Interaktion zeigten einen

bedeutsamen Unterschied in der Lokomotion zwischen der Saline/Kokain und der
WAY100635/Kokain Gruppe im 30 Minuten Intervall nach der Kokain-Injektion (P5:
p<0.0001). Die Lokomotion unterschied sich ebenfalls bedeutsam in diesem Intervall

zwischen der Saline/Kokain und der Saline/Saline Gruppe (P5: p<0.0001). Kein

bedeutsamer Unterschied fand sich dagegen zwischen WAY100635/Kokain und
Saline/Saline Gruppe und zwischen WAY100635/Saline und Saline/Saline Gruppe
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(p>0.05). Diese Analyse wird zudem durch die Feinanalyse der Lokomotion (Abb. 10)
bestatigt, die zeigt, dass der Anstieg der Lokomotion nach der Kokain-Injektion in der
Saline/Kokain Gruppe deutlich gréf3er ist als der in der WAY100635/Kokain Gruppe,
und dass der Anstieg in der WAY100635/Kokain Gruppe nur wenig groi3er ist als die
Lokomotion in der WAY100635/Saline und der Saline/Saline Gruppe.

Die Injektion von Saline/Kokain induzierte einen bedeutsamen Anstieg im
Aufrichtverhalten (F11132=3.26, p<0.001; Abb. 9), der im 30 Minuten Intervall nach der
Kokain-Injektion (P5) sein Maximum erreichte (Tukey’'s Test, P3 vs. P5: p<0.001).
Die Injektion von WAY100635/Kokain fiihrte ebenfalls zu einem Anstieg im
Aufrichtverhalten (F118s=2.09, p<0.05), der sein Maximum im Intervall nach der
Kokain-Injektion erreichte (Tukey’s Test, P3 vs. P5: p<0.07), jedoch geringer war als
in der Saline/Kokain Gruppe. Die Injektion von WAY100635/Saline hatte in diesem
Experiment keinen bedeutsamen Effekt auf das Aufrichtverhalten (p>0.05). Die
Injektion von Saline/Saline induzierte dagegen einen schwachen Anstieg im
Aufrichtverhalten (Fi199=2.40, p<0.05), der jedoch keinen bedeutsamen Unterschied
zum letzten Ausgangslagewert P3 aufwies (Tukey's Test, p>0.05). Eine
zweifaktorielle  ANOVA zeigte deutliche Effekte fir den Faktor Probenintervalle
(F11,407=2.26, p<0.05) und die Probenintervalle x Behandlung Interaktion
(F33.407=1.48, p<0.05). Post hoc Tests fir die Interaktion zeigten einen bedeutsamen
Unterschied im Aufrichtverhalten lediglich zwischen der Saline/Kokain und der
Saline/Saline Gruppe im 30 Minuten Intervall nach der Kokain-Injektion (P5: p<0.05),
nicht jedoch zwischen Saline/Kokain und WAY100635/Kokain, WAY100635/Kokain
und Saline/Saline bzw. WAY100635/Saline und Saline/Saline Gruppe. Analog zur
Lokomotion zeigte die Feinanalyse des Aufrichtverhaltens (Abb. 10), dass der
Anstieg im Aufrichtverhalten nach der Kokain-Injektion in der Saline/Kokain Gruppe
deutlich groR3er ist als der in der WAY100635/Kokain Gruppe.
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Abb. 10 Feinanalyse von
Lokomotion (A) und Auf-
richtverhalten (B) nach
Behandlung mit entweder
WAY100635 (0.4 mg/kg)-
Kokain (10 mg/kg), 0.9
%iger Kochsalzlosung
(Saline)-Kokain, WAY 100
635-Saline oder Saline-
Saline. Dargestellt sind
Mittelwerte  und  Stan-
dardfehler fur jede Be-
handlungsgruppe in Inter-
vallen von 5 Minuten
innerhalb der 3 Proben-
intervalle P4-P6. Pfeile
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3.2.3.3 Neurochemie

Der Ausgangslagewert der 5-HT-Konzentration betrug im Mittel 9.6 + 0.8 pg/45 ni im
Hippocampus und 8.2 + 0.6 pg/45 m im Nac. Der Ausgangslagewert der SHIAA-
Konzentration betrug im Mittel 772.3 + 32.6 pg/45 m im Hippocampus und 1416.7 +
52.1 pg/45 m im Nac. Weder fur die 5HT- noch fur die 5HIAA-Konzentration im
Hippocampus und im Nac wurde ein bedeutsamer Unterschied zwischen den
Behandlungsgruppen in der Ausgangslage beobachtet (Hippocampus und Nac:
p>0.05).

Die Injektion von Saline/Kokain induzierte einen bedeutsamen Anstieg der 5-HT-
Konzentration im Hippocampus (F1155=2.85, p<0.01; Abb. 11), der im 30 Minuten
Intervall nach der Kokain-Injektion (P5) sein Maximum erreichte (Tukey’'s Test, P3 vs.
P5: p<0.05). Die Injektion von WAY100635/Kokain fuihrte ebenfalls zu einem Anstieg
der 5-HT-Konzentration im Hippocampus nach der Kokain-Injektion (Fi155=5.26,
p<0.0001), der deutlich gréRer war als in der Saline/Kokain Gruppe und sein
Maximum ebenfalls im Intervall nach der Kokain-Injektion (P5) erreichte (Tukey’'s
Test, P3 vs. P5: p<0.001). Die Injektion von WAY100635/Saline fihrte zu einer
leichten Verringerung der 5-HT-Konzentration im Hippocampus (F1155=2.41, p<0.05),
die sich jedoch nicht bedeutsam von der Ausgangslage unterschied (Tukey's Test,
p>0.05). Die Injektion von Saline/Saline hatte keinen Effekt auf die 5-HT-
Konzentration im Hippocampus (p>0.05). Eine zweifaktorielle ANOVA zeigte
deutliche Effekte fur die Faktoren Probenintervalle (Fi11220=6.61, p<0.0001),
Behandlung (Fsz20=7.78, p<0.01) und die Probenintervalle x Behandlung Interaktion
(F33.220=4.31, p<0.0001). Post hoc Tukey's Tests fur die Interaktion zeigten einen
bedeutsamen Unterschied zwischen Saline/Kokain und WAY100635/Kokain Gruppe
im Intervall nach der Kokain-Injektion (P5: p<0.0001), nicht jedoch zwischen
WAY100635/Saline und Saline/Saline Gruppe (p>0.05).
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Die Injektion von Saline/Kokain induzierte einen leichten Anstieg in der 5-HIAA-
Konzentration im Hippocampus (Abb. 11), der von einem Abfall unter
Ausgangslageniveau gefolgt wurde (Fi1155=2.03, p<0.05). Post hoc Tests zeigten
jedoch keinen bedeutsamen Effekt im Vergleich zur Ausgangslage (p>0.05).
Ebenfalls die Injektion von WAY100635/Kokain (p>0.05), WAY100635/Saline
(p>0.05) und Saline/Saline (Fi1166=2.54, p<0.01) induzierte einen leichten Anstieg in
der 5-HIAA-Konzentration im Hippocampus, der in der Saline/Saline Gruppe dann
unter das Niveau der Ausgangslage abfiel, sich jedoch nicht bedeutsam von der
Ausgangslage unterschied (Tukey's Test, p>0.05). Eine zweifaktorielle ANOVA
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zeigte einen deutlichen Effekt fur den Faktor Probenintervalle (F11231=3.00, p<0.001),
jedoch keine bedutsamen Effekte fur den Faktor Behandlung (p>0.05) und die

Probenintervalle x Behandlung Interaktion (p>0.05).

Die Injektion von Saline/Kokain induzierte einen bedeutsamen Anstieg der 5-HT-
Konzentration im Nac (F118=5.70, p<0.0001; Abb. 12), der im 30 Minuten Intervall
nach der Kokain-Injektion (P5) sein Maximum erreichte (Tukey's Test, P3 vs. P5:
p<0.001, P6: p<0.01). Die Injektion von WAY100635/Kokain fuhrte ebenfalls zu
einem Anstieg der 5-HT-Konzentration im Nac nach der Kokain-Injektion
(F11,77=11.61, p<0.0001), der deutlich gréRer war als in der Saline/Kokain Gruppe
und sein Maximum ebenfalls im Intervall nach der Kokain-Injektion (P5) erreichte
(Tukey’'s Test, P3 vs. P5: p<0.001). Die Injektion von WAY100635/Saline fuhrte zu
einer leichten Verringerung der 5HT-Konzentration im Nac (F11,66=3.30, p<0.01), die
sich jedoch nicht bedeutsam von der Ausgangslage unterschied (Tukey's Test,
p>0.05). Die Injektion von Saline/Saline hatte keinen Effekt auf die 5-HT-
Konzentration im Nac (p>0.05). Eine zweifaktorielle ANOVA zeigte deutliche Effekte
fur die Faktoren Probenintervalle (F11,308=8.86, p<0.0001), Behandlung (F32s=17.21,
p<0.0001) und die Probenintervalle x Behandlung Interaktion (Fs3308=5.94,
p<0.0001). Post hoc Tukey's Tests fur die Interaktion zeigten einen bedeutsamen
Unterschied zwischen Saline/Kokain und WAY100635/Kokain Gruppe im Intervall
nach der Kokain-Injektion (P5: p<0.0001), zwischen Saline/Kokain und Saline/Saline
(P5: p<0.0001, P6: p<0.05) und zwischen WAY100635/Kokain und Saline/Saline
(P5: p<0.0001), nicht jedoch zwischen WAY100635/Saline und Saline/Saline Gruppe
(p>0.05).
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Die Injektion von Saline/Kokain induzierte einen, bis zum Ende der Messungen
anhaltenden, Abfall der 5HIAA-Konzentration im Nac (F11,8=13.16, p<0.0001; Abb.
12), der sein Minimum in Intervall P8 erreichte (Tukey’'s Test, P3 vs. P6-P12:
p<0.01). Ebenfalls die Injektion von WAY100635/Kokain induzierte einen Abfall der
5-HIAA-Konzentration im Nac, der bis zum Ende der Messungen anhielt (F11 66=4.95,
p<0.0001). Post hoc Tests zeigten jedoch keinen bedeutsamen Effekt im Vergleich
zur Ausgangslage (p>0.05). Dagegen folgte der Injektion von WAY100635/Saline ein
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lang anhaltender Anstieg der 5HIAA-Konzentration im Nac (Fi11.77=5.97, p<0.0001),
der sein Maximum in Intervall P10 erreichte (Tukey's Test, P3 vs. P8-10: p<0.05).
Der Injektion von Saline/Saline folgte ein bedeutsamer Abfall der 5-HIAA-
Konzentration im Nac (Fi18=6.51, p<0.0001), der sein Minimum im letzten
Probenintervall erreichte (Tukey's Test, P3 vs. P12: p<0.01). Eine zweifaktorielle
ANOVA zeigte deutliche Effekte fur die Faktoren Probenintervalle (Fi1,319=8.94,
p<0.0001), Behandlung (F329=8.50, p<0.001) und die Probenintervalle x Behandlung
Interaktion (F33310=6.43, p<0.0001). Kein bedeutsamer Unterschied wurde in post
hoc Tests fur die Interaktion zwischen der Saline/Kokain und WAY100635/Kokain
Gruppe oder der Saline/Saline und der WAY100635/Kokain Gruppe gefunden
(p>0.05). Bedeutsame Unterschiede wurden zwischen Saline/Kokain und
Saline/Saline Gruppe (P6: p<0.05) und WAY100635/Saline und Saline/Saline
Gruppe (P8-12: p<0.0001) gefunden.

3.2.4 Diskussion

3.2.4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In Experiment Il konnten auf Verhaltensebene die Ergebnisse aus Experiment |
bestatigt werden. Es wurde gefunden, dass der 5-HTja-Rezeptor Antagonist
WAY100635 die akuten Verhaltenseffekte von Kokain inhibieren kann. Die Injektion
von Kokain (10 mg/kg, i.p.) fuhrte zu einem Anstieg der Lokomotion und des
Aufrichtverhaltens. Eine Dosierung von 0.4 mg/kg WAY100635 flihrte zu einer
Verringerung des Kokain-induzierten Anstiegs der Lokomotion und des
Aufrichtverhaltens.

Auf der neurochemischen Seite wurde gefunden, dass Kokain parallel zur
Hyperaktivitat nicht nur im Nac, sondern auch im Hippocampus, zu einem Anstieg
der extrazellularen 5-HT-Konzentration fuhrt. Parallel zur Inhibierung der akuten
Kokain-induzierten Hyperaktivitat, potenzierte WAY100635 den Anstieg der
extrazellularen 5-HT-Konzentration sowohl im Hippocampus als auch im Nac. Die
Applikation von WAY100635 allein fuhrte in beiden Hirnstrukturen zu einer lang
anhaltenden, aber nicht bedeutsamen Verringerung der 5-HT-Konzentration. Keine
der Behandlungen hatte einen Effekt auf die 5-HIAA-Konzentration im Hippocampus.

Dagegen fihrte die Injektion von Kokain zu einem lang anhaltenden Abfall und die
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Injektion von WAY100635 zu einem lang anhaltenden Anstieg der 5-HIAA-
Konzentration im Nac, der durch die Injektion von Kokain geblockt wurde.

3.2.4.2 5-HTia-Rezeptor Antagonismus und die Verhaltenseffekte von Kokain

In Experiment Il konnten die in Experiment | gefundenen Effekte einer 5-HTia-
Rezeptor Blockade auf Kokain-induzierte Hyperaktivitdtt auch mit einem leicht
veranderten Versuchsprotokoll repliziert werden. Die pharmakologische Blockade
des 5-HTia-Rezeptors flhrte erneut zu einer Inhibierung des Kokain-induzierten
Anstiegs der Lokomotion und des Aufrichtverhaltens. Die geringere, aber immer noch
deutliche Verhaltensaktivierung nach Kokain im Vergleich zu Experiment | ist
moglicherweise auf das modifizierte Versuchsprotokoll zuriickzufihren. Fir eine
verlassliche Messung von 5HT war es noétig, die Dialysesonden am Messtag selbst
einzusetzen, was die Erholungszeit im Vergleich zu Experiment | verkirzte, in dem
die Dialysesonden flur die DA-Analyse bereits am Tag vor den Messungen eingesetzt
wurden. Fur eine dennoch ausreichende funktionale Erholung sprach jedoch, dass
spatestens 2  Stunden nach Einsetzen der Sonden eine  stabile
Ausgangslagekonzentration 5-HT und 5-HIAA in den Dialyseproben zu beobachten

war.

3.2.4.3 5-HTia-Rezeptor Antagonismus und die Effekte von Kokain im
serotonergen System
In Experiment Il konnte erstmals gezeigt werden, dass Kokain, parallel zu einer
Verhaltensaktivierung, auch zu einem Anstieg der extrazellularen 5-HT-
Konzentration im Hippocampus fuhrt. Dieses Ergebnis soll hier im Zusammenhang
mit den akuten Verhaltenseffekten von Kokain diskutiert werden. Da 5-HT aber auch
eine bedeutende Rolle bei neuronaler Plastizitat spielt andel, 2001), kénnte der
akute Anstieg der extrazellularen 5-HT-Konzentration nach Kokain in einer
Hirnregion, die vornehmlich mit Lernen und Gedéachtnis, aber auch mit der
Suppression von Verstarkereffekten assoziiert wird, auch fir die Ilangfristigen
Verhaltenseffekte von Kokain von Bedeutung sein. Verschiedene Autoren
interpretieren die lang anhaltenden Veranderungen im Verhalten nach chronischem
Drogenkonsum,  wie  z.B. Drogen-Selbstapplikation ~ oder  konditionierte

Platzpraferenz, als Fehladaptationen des Belohnungs- und Gedachtnissystems.
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Induziert werden diese sehr léschungsresistenten Gedachtnisinhalte mdglicherweise
durch eine neurochemische Uberstimulation bestehender Belohnungs- und
Gedéachtnissysteme (Berke & Hyman, 2000). Ein Anstieg in der serotonergen
Aktivitat im Hippocampus ist dabei méglicherweise ein denkbarer Mechanismus, der
zu lang anhaltenden funktionalen Veranderungen auf zelluldrere Ebene fiihren kann.
Die Beteiligung des Hippocampus an dem Auslésen von Kokain-Suchverhalten
konnte von Vorel et al. (2001) nachgewiesen werden.

Ein Kokain-induzierter Anstieg der 5HT-Konzentration im Nac war schon mehrfach
beschrieben worden (Parsons & Justice, 1993; Essman et al., 1994; Teneud et al.,
1996; Andrews & Lucki, 2001) und konnte auch in diesem Experiment bestatigt
werden. Sowohl der Kokain-induzierte 5HT-Anstieg im Hippocampus als auch der
im Nac wurden durch 5-HT;a-Rezeptor Antagonismus potenziert. Ein mdoglicher
Mechanismus fur die beobachteten neurochemischen Effekte konnte Uber
somatodendritische 5-HTja-Autorezeptoren im Bereich der DRN/MRN Neurone
mediiert sein. Kokain ist ein potenter Wiederaufnahmehemmer fur 5-HT, DA und NA
(Ritz et al., 1990), mit einer etwas grol3eren Affinitat fur 5-HT als fur DA (Koe, 1976).
Im somatodendritischen Bereich serotonerger Neurone fuhrt der dadurch induzierte
Anstieg der extrazellularen 5-HT-Konzentration (Parsons & Justice, 1993; Reith et
al., 1993) zu einer vermehrten Aktivierung inhibitorischer 5-HTia-Autorezeptoren,
was zu einer Verringerung in der Feuerfrequenz serotonerger Neurone fuhrt (Pitts &
Marwah, 1986, 1987; Lakoski & Cunningham, 1988; Rutter et al., 1995). Eine
Blockade des 5-HTia-Rezeptors mit WAY100635 konnte die Effekte einer
somatodendritisch erhdhten extrazellularen 5-HT-Konzentration  verringern
(Cunningham & Lakoski, 1990; Fornal et al., 1994). Es wirde zu einer
abgeschwachten Inhibierung der Feuerfrequenz serotonerger Neurone nach Kokain-
Gabe kommen. In diesem Fall wirden sich die Effekte einer lokalen Kokain-
induzierten 5-HT-Wiederaufnahmehemmung in den Terminalgebieten serotonerger
Projektionen zu den Effekten des 5-HT;a-Rezeptor Antagonismus im
somatodenritischen Bereich aufaddieren und eine Potenzierung des 5HT-Anstiegs
nach Kokain in den Terminalgebieten induzieren. Ein vergleichbarer zeitlicher Verlauf
der extrazellularen 5-HIAA-Konzentration zwischen Saline/Kokain und
WAY100635/Kokain Gruppe, sowohl im Hippocampus als auch im Nac, macht eine
veranderte 5HT-Syntheserate als moglichen Faktor fir die Potenzierung des 5HT-
Anstiegs nach Kokain unwahrscheinlich (Wolf et al., 1985; Cumming et al., 1992). In
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Abbildung 13 ist ein Schema dieses hypothetischen neurochemischen Mechanismus
dargestellt. Das Schema und der vorgeschlagene neurochemische Mechanismus
sind auch auf die Potenzierung des SSRIkinduzierten 5-HT-Anstiegs im
Hippocampus durch WAY100635 (Invernizzi et al.,, 1997; Hervas & Artigas, 1998)
und andere 5-HT;a-Rezeptor Antagonisten (Hjorth, 1993; Hervas et al., 2000)
anwendbar. Das vorgeschlagene neurochemische Funktionsmodell basiert
hauptséachlich auf der Blockade von 5-HTia-Autorezeptoren, die eine hohere
Sensitivitat besitzen als postsynaptische 5-HTi4-Rezeptoren (Sprouse & Aghajanian,
1988). Die Beteiligung postsynaptischer 5-HTia-Rezeptoren an den beobachteten
Effekten von WAY100635 auf den Kokain-induzierten 5-HT-Anstieg im Hippocampus
und Nac kann jedoch beim gegenwartigen Stand der Forschung nicht
ausgeschlossen werden.

Im Gegensatz zur dopaminergen Transmission im Nac, ist die serotonerge Antwort
nach Kokain im Nac und im Hippocampus nach der Blocklade des 5-HTia-Rezeptors
deutlich verédndert und kdnnte damit ein moglicher neurochemischer Mechanismus
fur die durch 5HTia-Rezeptor Antagonismus induzierte Inhibierung der Hyperaktivitat
nach Kokain sein. Bisher wurde vorrangig der Nac und seine dopaminerge
Innervierung mit den Verhaltenseffekten von Kokain in Verbindung gebracht (Kelly &
Iversen, 1976; Delfs et al.,, 1990; Ikemoto, 2002). Da die Dichte der 5-HTia-
Rezeptoren im Nac aber gering ist, scheint es wahrscheinlicher, dass die
beobachteten Verhaltenseffekte innerhalb jener Nac-Afferenzen mediiert werden, die
nicht nur an der Generierung lokomotorischer Aktivitat beteiligt sind, sondern auch
eine hohe Dichte von 5-HTia-Rezeptoren aufweisen. Das ist der Fall fir den
Hippocampus (Verge et al. 1986; Pompeiano et al.,, 1992). Es konnte gezeigt
werden, dass die pharmakologische Stimulierung des Hippocampus mit N-methyl-D-
Aspartat (NMDA) zu einem Anstieg der Lokomotion fuhrt (Wu & Brudzynski, 1995;
Brudzynski & Gibson, 1997), wahrend eine Hemmung mit GABAa-Agonisten die
lokomotorische Aktivitat reduziert (Bast et al., 2001b). Die Aktivitat der Prinzipalzellen
im Hippocampus wird von GABAergen Interneuronen kontrolliert (Freund & Antal,
1988; Freund et al., 1990). Der beobachtete Anstieg der extrazelluldaren 5-HT-
Konzentration nach Kokain fuhrt sehr wahrscheinlich auch zu einer Aktivierung
postsynaptischer 5HT;a-Rezeptoren und damit zu einer Inhibierung der GABAergen
Interneurone (Gulyas et al., 1999). Eine verringerte GABAerge Hemmung der

Prinzipalzellen fuhrt wiederum zu einem Anstieg der Aktivitat hippocampaler
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Projektionen (Gulyas et al., 1999), was auch zu einer erhdhten Aktivitat der
Hippocampus-Nac Projektion (Yang & Mogenson, 1984; Boeijinga et al., 1993) und
zu einer erhohten DA-Ausschittung im Nac (Brudzynski & Gibson, 1997; Legault et
al., 2000) fuhrt. Diese ist wiederum mit einem Anstieg der Lokomotion assoziiert.
Wenn der 5-HTia-Rezeptor jedoch pharmakologisch  blockiert ist, kann
mdoglicherweise auch eine potenzierte extrazellulare 5-HT-Konzentration keine
Aktivierung der hippocampalen 5-HTia-Rezeptoren bewirken. Die Hemmung der
Aktivitdit GABAerger Interneurone ist damit schwacher, was auch eine schwachere
Aktivitat der Prinzipalzellen und damit der Hippocampus-Nac Projektion bedeuten
wirde. Eine gegentber alleiniger Kokain-Gabe reduzierte lokomotorische Aktivitat
ware die Folge (siehe aber auch: Boulenguez et al., 1996). Eine verringerte
Aktivierung der glutamatergen Hippocampus-Nac Projektion nach Kokain ware dann
mit der Applikation von Glutamat-Antagonisten in den Nac vergleichbar, die ebenfalls
zu einer verringerten lokomotorischen Aktivierung nach Kokain fiihrt (Pulvirenti et al.,
1989, 1991).

Eine alternative bzw. erganzende Erklarung, wie eine 5-HT;a-Rezeptor Blockade
und/oder die potenzierte 5-HT-Konzentration im Nac die akute Kokain-induzierte
Hyperaktivitat blockiert, konnte eine Dissoziation von 5HT- und DA-Anstieg (siehe
Experiment I) im Nac sein. Diese Vermutung wird durch ein Experiment von Morrow
& Roth (1996) gestltzt, die zeigen konnten, dass eine L&sion des serotonergen
Systems mit 5,7-Dihydroxytryptamin nicht nur zu einer verringerten 5-HT-
Konzentration im Nac, sondern auch zu einer potenzierten lokomotorischen Aktivitat
nach Kokain, fuhrt. Dieser Befund wirde einen nhibitorischen Effekt fur SHT bei
akuter Kokain-induzierter Hyperaktivitat nahe legen. Ein spekulativer Mechanismus
fir die beobachteten Verhaltenseffekte konnte auch sein, dass die potenzierte 5-HT-
Konzentration im Hippocampus und Nac die Wirkung einer sehr hohen Dosis Kokain
innerhalb des serotonergen Systems nachahmt. Diese Erklarung ist jedoch eher
unwahrscheinlich, da bei keinem Tier Anzeichen fir Verhaltensstereotypien
beobachtet wurden, so wie sie fur hohe Dosen Kokain charakteristisch sind (siehe
1.1.4.2.). Die Rolle des 5-HTi;a-Rezeptors bei den akuten Verhaltenseffekten von
Kokain scheint aber nicht auf die bloRe Potenzierung der 5HT-Konzentration nach
Kokain-Gabe reduzierbar zu sein. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass eine

selektive Potenzierung der serotonergen Aktivitdt durch Vorbehandlung mit einem
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SSRI zu einer Erhéhung der lokomotorischen Aktivitat nach Kokain (Herges & Taylor,
1998) und zu einem potenzierten DA-Anstieg im Nac fuhrt (Bubar et al., 2003).

A Kokain

Kokain

WAY 100635

Abb. 13 Hypothetisches Schema fir die Potenzierung des Kokain-induzierten
Anstiegs der extrazellularen Serotonin (5-HT)-Konzentration im Hippocampus (Hipp)
und Nucleus accumbens (Nac) durch den 5HTia-Rezeptor Antagonist WAY100635
an den serotonergen Neuronen im Nucleus raphe” dorsalis und medianus (DRN/
MRN). A: Kokain induziert einen Anstieg der terminalen und somatodendritischen
5-HT-Konzentration durch Blockade der 5-HT-Wiederaufnahme am 5HT-Transporter
(hellgraue Kastchen). Ein erhohter somatodendritischer 5-HT-Level fuhrt zu einer
starkeren Aktivierung der somatodendritischen 5-HTia-Autorezeptoren (weilde
Kastchen). Diese wirken inhibitorisch und reduzieren die Feuerfrequenz der
serotonergen Neurone. B: Bei vorheriger Applikation des 5-HTia-Rezeptor
Antagonisten WAY100635 bewirkt der Kokain-induzierte Anstieg im 5-HT in der
somatodendritischen Region weniger 5-HT;a-Autorezeptor mediierte Hemmung der
serotonergen Feuerfrequenz. Die terminalen Effekte von Kokain sind wahrscheinlich
nicht verandert, da terminale 5HT-Autorezeptoren nicht vom 5HTia-Typ sind. Nach
WAY100635-Kokain Behandlung addiert sich eine — im Vergleich zu Kokain allein —
erhohte  Feuerfrequenz  serotonerger  Neurone  zur terminalen  Wieder-
aufnahmehemmung fur 5-HT. Daraus resultiert eine Potenzierung des Kokain-
induzierten 5-HT-Anstiegs im Hippocampus und Nac.
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3.2.4.4 5-HTia-Rezeptor Antagonismus und spontanes Verhalten
Die Injektion von WAY100635 hatte in diesem Experiment keinen Effekt auf die
Lokomotion und das Aufrichtverhalten, was die Ergebnisse von Experiment |

bestatigt.

3.2.4.5 5-HTia-Rezeptor Antagonismus und das serotonerge System

Die pharmakologische Blockade des 5-HTia-Rezeptors fiihrte zu einem leichten,
aber nicht bedeutsamen Abfall der 5-HT-Konzentration im Hippocampus und im Nac.
Andere Autoren fanden keinen Effekt fur WAY100635 (0.0025-0.16 mg/kg i.p., Assie
& Koek, 1996; 0.3 mg/kg s.c., Hervas et al., 2000) oder ebenfalls einen geringen
Abfall (0.3 mg/kg s.c., Hjorth et al., 1997) im Hippocampus. Diese Befunde stehen
entgegen der Erwartung, dass die pharmakologische Blockade des 5-HTia-
Autorezeptors zu einer verringerten Hemmung serotonerger Neurone und damit zu
einer erhodhten Feuerfrequenz und terminalen 5-HT-Ausschittung fiihren. Neuere
Ergebnis zeigen allerdings, dass WAY100635 die Aktivitdt serotonerger Neurone
hemmt, indem es zu einer Verringerung der Aktivitdt eines tonisch exzitatorischen
Eingangs aus dem Locus coeruleus fuhrt (Blier et al., 2001; Szabo & Blier, 2001).
Obwohl die genauen Mechanismen weiter unbekannt sind, unterstiitzen die in
diesem Experiment gefundenen Tendenzen die Annahme, dass der 5-HT1a-Rezeptor
auch an der Regulierung der basalen 5HT-Konzentration im Hippocampus und Nac
beteiligt ist. Der lang anhaltende Anstieg der 5-HIAA-Konzentration nach
WAY100635 im Nac lasst zudem auf eine inhibitorische Rolle des 5-HTia-Rezeptors
bei der Regulierung der 5-HT-Synthese im Nac, aber nicht im Hippocampus

schliefRen.
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3.3 Experiment Il

3.3.1 Einleitung

Die Ergebnisse aus den beiden vorangegangenen Experimenten legen nahe, dass
die Inhibierung der akuten Hyperaktivitit nach Kokain-Gabe durch die
pharmakologische Blockade des 5-HTia-Rezeptors durch einen serotonergen und
nicht durch einen dopaminergen Mechanismus mediiert wird. Die 5HT;a-Rezeptor
Blockade fuihrte dabei zu einem potenzierten Anstieg der 5HT-Konzentration nach
Kokain-Gabe im Nac und Hippocampus. Daraus wurde die Hypothese abgeleitet,
dass moglicherweise der Kokain-induzierte  5-HT-Anstieg innerhalb  der
Hippocampus-Nac-Projektion inhibitorisch auf die akute Verhaltensaktivierung nach
Kokain wirkt. De La Garza & Cunningham (2000) und Carey et al. (2002) hatten
gefunden, dass die pharmakologische Aktivierung des 5-HTia-Rezeptors mit dem
5-HT1a-Rezeptor Agonisten 8-OH-DPAT (Hjorth et al.,, 1982) zu einer Potenzierung
der lokomotorischen Aktivierung nach Kokain-Gabe fiihrt. Sollte tatsachlich der 5-HT-
Anstieg im Nac und Hippocampus einen inhibitorischen Effekt auf die akute
Hyperaktivitdt nach Kokain haben, misste eine Potenzierung der akuten Kokain-
induzierten Hyperaktivitdit mit einem verminderten Kokain-induzierten 5-HT-Anstieg
einhergehen. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurde Experiment Il durchgefihrt,
in dem die Effekte einer pharmakologischen 5-HT1a-Rezeptor Stimulierung mit 8-OH-
DPAT auf die Verhaltensaktivitat nach Kokain-Gabe und den zeitlichen Verlauf der
5-HT- und 5-HIAA-Konzentration im Hippocampus und Nac untersucht werden
sollten. Um zusatzlich einen Index fur die DA-Syntheseaktivitat zu messen und so die
Vergleichbarkeit mit Experiment | zu gewadhrleisten, sollte auch die DOPAC-

Konzentration im Nac erfasst werden.

3.3.2 Spezielle Methoden

Die Versuchsdurchfuihrung entsprach der von Experiment Il. Eine Woche vor Beginn
der in-vivo Mikrodialyse Messungen wurden jedem Tier zwei Fuhrungskanilen,
jeweils eine in den Nac und eine in den ventralen Hippocampus, implantiert. Die
Flhrungskanile in den Nac wurde in einem Winkel von +/- 10° mit den Koordinaten:
anterior: +1.6 mm, lateral: +/-2.6 mm, ventral: -5.8 mm (Referenz: Bregma, Paxinos &
Watson, 1986) implantiert. Die Koordinaten fur die Fihrungskanuile im Hippocampus

waren: anterior: -5.6 mm, lateral: +/-4.8 mm, ventral: -3.2 mm (Referenz: Bregma,

106



Experiment llI

Paxinos & Watson, 1986). Auch in Experiment Ill wurde spatestens 2 Stunden nach
Einsetzen der Dialysesonden in jedem Tier eine stabile Ausgangslagekonzentration
5-HT, 5-HIAA und DOPAC beobachtet.

Wahrend des Experiments erfolgte die Probennahme alle 30 Minuten
(Probenintervall). Zunachst wurden wiederum 3 Ausgangslage Proben genommen.
Dem folgte eine i.p. Injektion mit entweder 0.2 mg/kg 8-OH-DPAT (8-hydroxy-2-(di-n-
propylamino)tetralin; Sigma) oder mit Saline. Nach einem weiteren Probenintervall
erhielt jedes Tier eine zweite i.p. Injektion mit entweder 10 mg/kg Kokain oder Saline.
Die verwendeten Konzentrationen 8OH-DPAT und Kokain wurden den Arbeiten von
De La Garza & Cunningham (2000) und Carey et al. (2002) entnommen und
entsprachen fur Kokain denen aus Experiment | und Il. Sowohl 8-OH-DPAT als auch
Kokain wurden fur die i.p. Applikation in Saline gelost. Alle Injektionen wurden in
einem Volumen von 1 ml/kg i.p. verabreicht. Nach der zweiten i.p. Injektion wurde
noch 8 Intervalle lang, d.h. fir 240 Minuten, gemessen. Alle Mikrodialyse Proben
wurden mittels HPLC-EC auf ihren Gehalt an 5-HT, 5-HIAA und DOPAC untersucht.

3.3.3 Ergebnisse

3.3.3.1 Histologie

Die Lokalisation der Mikrodialysesonden innerhalb des Hippocampus und des Nac ist
in Abbildung 14 dargestellt. Die Dialysesonden eines Tieres waren nicht in den
entsprechenden Hirngebieten lokalisiert, weshalb dieses Tier von der weiteren
Auswertung ausgeschlossen wurde. Die Dialysesonden aller anderen Tiere waren im
Hippocampus und Nac lokalisiert. Bei einigen Tieren kam es zu einem unilateralen

Verlust der Dialysesonden (Verstopfung der Silica-Kapillare).

3.3.3.2 Verhalten

Die Injektion von Saline/Kokain (n=8) induzierte einen bedeutsamen Anstieg der
Lokomotion (F1177=2.27, p<0.05; Abb. 15), der im 30 Minuten Intervall nach der
Kokain-Injektion (P5) sein Maximum erreichte (Tukey’s Test, P3 vs. P5: p<0.05). Die
Injektion von 8-OH-DPAT/Kokain (n=10) flhrte ebenfalls zu einem Anstieg der
Lokomotion (F1199=7.28, p<0.0001), der bereits im Intervall nach der 8OH-DPAT-

Injektion (P4) begann und im Intervall nach der Kokain-Injektion (P5) sein Maximum
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erreichte (Tukey’'s Test, P3 vs. P5: p<0.001). Dieser Anstieg war zudem deutlich
groRer als in der Saline/Kokain Gruppe. Die Injektion von 8OH-DPAT/Saline (n=7)
induzierte ebenfalls einen bedeutsamen Anstieg der Lokomotion in diesem
Experiment (F1166=3.48, p<0.001), der im Intervall nach der 8-OH-DPAT-Injektion
(P4) begann und sein Maximum erreichte (Tukey’s Test, P3 vs. P4: p<0.001). Die

Injektion von Saline/Saline (n=9) hatte keinen Effekt auf die Lokomotion (p>0.05).

B

-5.6 mm

1.0 mm

1.2 mm
-5.8 mm

1.6 mm
-6.3mm

Abb. 14 Lokalisation der Mikrodialysesonden (aktive Membranflache) in Koro-
nalschnitten des Rattenhirns nach Paxinos & Watson (1986). Die Zahlen zeigen den

Abstand von Bregma an.

Eine zweifaktorielle ANOVA zeigte deutliche Effekte fir die Faktoren Probenintervalle
(F11,330=6.52, p<0.0001), Behandlung (F330=4.39, p<0.05) und die Probenintervalle x
Behandlung Interaktion (Fs3330=4.59, p<0.0001). Post hoc Tukey's Tests fur die
Interaktion zeigten einen bedeutsamen Unterschied in der Lokomotion zwischen der
Saline/Kokain und der 8OH-DPAT/Kokain Gruppe im 30 Minuten Intervall nach der
Kokain-Injektion (P5: p<0.0001). Kein bedeutsamer Unterschied fand sich dagegen
zwischen 80OH-DPAT/Saline und Saline/Saline Gruppe. Diese Analyse wird zudem
durch die Feinanalyse der Lokomotion (Abb. 16) bestatigt, die zeigt, dass der Anstieg
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der Lokomotion nach der Kokain-Injektion in der 8-OH-DPAT/Kokain Gruppe deutlich

groBer und auch langer anhaltend ist, als der in der Saline/Kokain Gruppe. Die

Feinanalyse der Lokomotion in Intervall P4 zeigt zudem, dass 8-OH-DPAT sowohl in
der 8-OH-DPAT/Kokain als auch in der 8-OH-DPAT/Saline Gruppe zu einem Anstieg

der Lokomotion fuhrt, der aber am Ende des Messintervalls P4 wieder auf dem

Niveau der Saline/Kokain und Saline/Saline Gruppe ist.
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Abb. 15 Lokomotion (A)
und Aufrichtverhalten (B)
nach Behandlung mit
entweder 8-OH-DPAT
(0.2 mg/kg)-Kokain (10
mg/kg), 0.9%iger Koch-
salzlésung (Saline)-Ko-
kain, 8-OH-DPAT-Saline
oder Saline-Saline. Dar-
gestellt sind Mittelwerte
und Standardfehler fur
jede Behandlungsgruppe
fr einen Zeitraum von 12
Probenintervallen (P) mit
einer Dauer von jeweils
30 Minuten. Drei Aus-
gangslage  Probeninter-
vallen (P1-P3) folgten
jeweils 2 i.p. Injektionen
(Pfeile) im Abstand von
30 Minuten.
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Die Injektion von Saline/Kokain induzierte einen bedeutsamen Anstieg im
Aufrichtverhalten (F1177=2.93, p<0.01; Abb. 15), der im 30 Minuten Intervall nach der
Kokain-Injektion (P5) sein Maximum erreichte (Tukey’'s Test, P3 vs. P5: p<0.01). Die
Injektion von 8-OH-DPAT/Kokain fihrte ebenfalls zu einem Anstieg im
Aufrichtverhalten, der jedoch nicht bedeutsam war (p>0.05). Weder die Injektion von
8-OH-DPAT/Saline noch die von Saline/Saline hatte einen Einfluss auf das
Aufrichtverhalten (p>0.05). Eine zweifaktorielle ANOVA zeigte deutliche Effekte fur
den Faktor Probenintervalle (Fi1330=3.60, p<0.0001) und die Probenintervalle x
Behandlung Interaktion (F33330=1.89, p<0.01). Post hoc Tests fur die Interaktion

110



Experiment llI

zeigten einen bedeutsamen Unterschied im Aufrichtverhalten lediglich zwischen der
Saline/Kokain und der Saline/Saline Gruppe im 30 Minuten Intervall nach der Kokain-
Injektion (P5: p<0.0001). Die Feinanalyse des Aufrichtverhaltens (Abb. 16) zeigt,
dass der Anstieg im Aufrichtverhalten nach der Kokain-Injektion in der Saline/Kokain
Gruppe deutlich groéRer, jedoch nicht langer anhaltend, ist, als der in der 8-OH-
DPAT/Kokain Gruppe.

3.3.3.3 Neurochemie

Der Ausgangslagewert der 5-HT-Konzentration betrug im Mittel 5.1 + 0.4 pg/45 niim
Hippocampus und 3.8 + 0.3 pg/45 m im Nac. Der Ausgangslagewert der 5HIAA-
Konzentration betrug im Mittel 834.5 + 48.6 pg/45 ni im Hippocampus und 1179.9 +
60.7 pg/45 m im Nac. Der Ausgangslagewert der DOPAC-Konzentration betrug im
Mittel 2990.2 + 188.8 pg/45 m im Nac. Im Hippocampus konnte DOPAC nicht
verlasslich detektiert werden. Weder fur die 5-HT-, die 5-HIAA- noch fur die DOPAC-
Konzentration im Hippocampus und im Nac wurde ein bedeutsamer Unterschied

zwischen den Behandlungsgruppen in der Ausgangslage beobachtet (Hippocampus
und Nac: p>0.05).

Die Injektion von Saline/Kokain induzierte einen bedeutsamen Anstieg der 5-HT-
Konzentration im Hippocampus (F11,66=12.97, p<0.0001; Abb. 17), der im 30 Minuten
Intervall nach der Kokain-Injektion (P5) sein Maximum erreichte (Tukey's Test, P3 vs.
P5: p<0.001, P6: p<0.05). Die Injektion von 8&OH-DPAT/Kokain fiihrte ebenfalls zu
einem Anstieg der 5-HT-Konzentration im Hippocampus nach der Kokain-Injektion
(F11,88=2.41, p<0.05), der deutlich kleiner war als in der Saline/Kokain Gruppe, sich
jedoch nicht bedeutsam von der Ausgangslage unterschied (Tukey’'s Test, p>0.05).
Die Injektion von 8-OH-DPAT/Saline fuhrte zu einem lang anhaltenden Abfall der
5-HT-Konzentration im Hippocampus (Fi1166=2.64, p<0.01), der sich jedoch nicht
bedeutsam von der Ausgangslage unterschied (Tukey's Test, p>0.05). Die Injektion
von Saline/Saline hatte keinen Effekt auf die 5HT-Konzentration im Hippocampus
(p>0.05). Eine zweifaktorielle ANOVA zeigte deutliche Effekte fir die Faktoren
Probenintervalle (F11264=8.62, p<0.0001), Behandlung (Fs24=8.94, p<0.001) und die
Probenintervalle x Behandlung Interaktion (F33264=3.99, p<0.0001). Post hoc Tukey’s

Tests fiur die Interaktion zeigten einen bedeutsamen Unterschied zwischen
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Saline/Kokain und 8OH-DPAT/Kokain Gruppe im Intervall nach der Kokain-Injektion
(P5: p<0.0001), nicht jedoch zwischen der 8OH-DPAT/Saline und der Saline/Saline

Gruppe (p>0.05).
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campus nach Behand-

lung mit entweder 8-OH-
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Abb. 18 Serotonin (A)-,
5-HIAA (B)- und DOPAC
(C)-Konzentrationen im
Nucleus accumbens nach
Behandlung mit entweder
8-OH-DPAT (0.2 mg/kg)-
Kokain (10 mg/kg), 0.9
%iger Kochsalzl6sung
(Saline)-Kokain, 8-OH-
DPAT-Saline oder Saline-
Saline. Die  Konzen-
trationen sind als Pro-
zentwerte der 3 Aus-
gangslagewerte  (Mittel-
werte + Standardfehler)
fur jede Behandlungs-
gruppe flr einen Zeitraum
von 12 Proben-intervallen
(P) mit einer Dauer von
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Die Injektion von Saline/Kokain induzierte einen leichten Abfall der 5-HIAA-
Konzentration im Hippocampus unter das Ausgangslageniveau (F1166=2.95, p<0.01,
Abb. 17). Post hoc Tests zeigten jedoch keinen bedeutsamen Effekt im Vergleich zur
Ausgangslage (p>0.05). Weder die Injektion von 8-OH-DPAT/Kokain, 8-OH-
DPAT/Saline noch die von Saline/Saline hatten einen bedeutsamen Effekt auf die

extrazellulare 5-HIAA-Konzentration im Hippocampus.

Die Injektion von Saline/Kokain induzierte einen bedeutsamen Anstieg der 5-HT-
Konzentration im Nac (F1177=7.32, p<0.0001; Abb. 18), der im 30 Minuten Intervall
nach der Kokain-Injektion (P5) sein Maximum erreichte (Tukey's Test, P3 vs. P5:
p<0.01, P6: p<0.05). Die Injektion von 8OH-DPAT/Kokain fulhrte ebenfalls zu einem
leichten, aber nicht bedeutsamen Anstieg der 5HT-Konzentration im Nac nach der
Kokain-Injektion (p>0.05), der deutlich geringer war als in der Saline/Kokain Gruppe.
Die Injektion von 80OH-DPAT/Saline fuhrte zu einer leichten Verringerung der 5HT-
Konzentration im Nac, die jedoch nicht bedeutsam war (p>0.05). Die Injektion von
Saline/Saline hatte keinen Effekt auf die 5HT-Konzentration im Nac (p>0.05). Eine
zweifaktorielle ANOVA zeigte deutliche Effekte flr die Faktoren Probenintervalle
(F11.286=2.38, p<0.01), Behandlung (F326=3.19, p<0.05) und die Probenintervalle x
Behandlung Interaktion (F33286=2.98, p<0.01). Post hoc Tukey's Tests fir die
Interaktion zeigten einen bedeutsamen Unterschied zwischen Saline/Kokain und
8-OH-DPAT/Kokain Gruppe im Intervall nach der Kokain-Injektion (P5: p<0.01) und
zwischen Saline/Kokain und Saline/Saline (P5: p<0.0001, P6: p<0.05), nicht aber
zwischen 8-OH-DPAT/Saline und Saline/Saline Gruppe (p>0.05).

Die Injektion von Saline/Kokain induzierte einen Abfall der 5HIAA-Konzentration im
Nac (Abb. 18), der bis zum Ende der Messungen anhielt (F1;77=21.54, p<0.0001)
und sein Minimum in Intervall P7 erreichte (Tukey’'s Test, P3 vs. P6-11: p<0.01, P12:
p<0.05). Der starkste Abfall der 5HIAA-Konzentration im Nac wurde in der 8OH-
DPAT/Kokain Gruppe beobachtet (Fi1177=17.11, p<0.0001), der ebenfalls bis zum
Ende der Messungen unterhalb des Ausgangslageniveaus blieb und sein Minimum in
Intervall P6 erreichte (Tukey’'s Test, P3 vs. P5-12: p<0.05). Ebenfalls die Injektion
von 8-OH-DPAT/Saline fuhrte zu einem Abfall der extrazellularen 5-HIAA-
Konzentration im Nac (F1166=2.87, p<0.01), die sich jedoch nicht bedeutsam von der
Ausgangslage unterschied (Tukey's Test, p>0.05). Die Injektion von Saline/Saline

fihrte zu einem leichten, aber nicht bedeutsamen Anstieg der 5HIAA-Konzentration
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im Nac. Eine zweifaktorielle ANOVA zeigte deutliche Effekte fur die Faktoren
Probenintervalle (Fi11,297=5.22, p<0.01), Behandlung (Fs327=5.03, p<0.01) und die
Probenintervalle x Behandlung Interaktion (Fs3297=4.40, p<0.01). Post hoc Tests fur
die Interaktion zeigten keinen bedeutsamen Unterschied zwischen der Saline/Kokain
und der 8-OH-DPAT/Kokain Gruppe (p>0.05). Bedeutsame Unterschiede wurden
zwischen Saline/Kokain und Saline/Saline Gruppe (P6-10: p<0.01; P11-12: p<0.05)
und zwischen 8-OH-DPAT/Saline und Saline/Saline Gruppe (P6: p<0.05) gefunden.
Sowohl die Injektion von Saline/Kokain (Fi1155=11.73, p<0.0001) als auch die
Injektion von 8OH-DPAT/Kokain (F11,55=5.83, p<0.0001) induzierten einen Abfall der
DOPAC-Konzentration im Nac (Abb. 18), dessen zeitlicher Verlauf in beiden
Gruppen fast deckungsgleich war. Post hoc Tests zeigten bedeutsame Unterschiede
im Vergleich zur Ausgangslage in der Saline/Kokain Gruppe (Tukey's Test, P3 vs.
P6-8: p<0.01) und in der 8-OH-DPAT/Kokain Gruppe (Tukey's Test, P3 vs. P6-7:
p<0.05). Weder die 8OH-DPAT/Saline noch die Saline/Saline Injektion hatten einen
bedeutsamen Effekt auf die DOPAC-Konzentration im Nac (p>0.05). Eine
zweifaktorielle ANOVA zeigte deutliche Effekte fur die Faktoren Probenintervalle
(F11,253=5.85, p<0.0001), Behandlung (F323=4.71, p<0.01) und die Probenintervalle x
Behandlung Interaktion (F33253=3.58, p<0.0001). Post hoc Tests fir die Interaktion
zeigten keinen bedeutsamen Unterschied zwischen der Saline/Kokain und 8-OH-
DPAT/Kokain Gruppe oder der 8-OH-DPAT/Saline und der Saline/Saline Gruppe
(p>0.05). Bedeutsame Unterschiede wurden zwischen Saline/Kokain und
Saline/Saline Gruppe (P6-7: p<0.01; P8: p<0.05) bzw. auch zwischen der 8-OH-
DPAT/Kokain und der 8-OH-DPAT/Saline Gruppe gefunden (P6-8: p<0.01).

3.3.4 Diskussion

3.3.4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In Experiment Il wurde gefunden, dass die pharmakologische Aktivierung des
5-HT1a-Rezeptors zu einer Potenzierung der Kokain-induzierten Hyperlokomotion
fuhrt. Dagegen kam es zu einer Verringerung im Kokain-induzierten
Aufrichtverhalten. Die Injektion des 5HTia-Rezeptor Agonisten 8OH-DPAT flhrte zu
einer leichten Erh6éhung der lokomotorischen Aktivitdt. Eine Feinanalyse der

Verhaltenseffekte zeigte jedoch, dass diese Aktivierung innerhalb eines
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Probenintervalls bereits wieder auf dem Niveau der beiden Saline-injizierten Gruppen
lag.

Auf der neurochemischen Seite wurde ein wichtiges Ergebnis aus Experiment I
bestatigt, namlich, dass Kokain parallel zu akuter Hyperaktivitdt auch zu einem
Anstieg der extrazellularen 5-HT-Konzentration im Hippocampus fihrt. Analog zu
Experiment Il hatte Kokain keinen Effekt auf die extrazellulare 5-HIAA-Konzentration
im Hippocampus. Der wichtigste neurochemische Befund in Experiment lll ist jedoch,
dass parallel zu einer Potenzierung der Kokain-induzierten Hyperaktivitat der Anstieg
der extrazellularen 5-HT-Konzentration sowohl im Hippocampus als auch im Nac
durch pharmakologische 5-HTia-Rezeptor Aktivierung inhibiert wurde. Keine der
Behandlungen hatte dabei einen Effekt auf die extrazellulare 5HIAA-Konzentration
im Hippocampus. Im Nac dagegen potenzierte die 5-HT;a-Rezeptor Aktivierung
tendenziell den Kokain-induzierten Abfall der 5-HIAA-Konzentration. Die
pharmakologische Aktivierung des 5-HTia-Rezeptors hatte keinen Effekt auf die

Kokain-induzierte Verringerung der extrazellularen DOPAC-Konzentration im Nac.

3.3.4.2 5-HTia-Rezeptor Agonismus und die Verhaltenseffekte von Kokain

In Experiment 1ll wurde eine Potenzierung der Kokain-induzierten Hyperlokomotion
durch 5HT1a-Rezeptor Agonismus gefunden. Die Feinanalyse der Lokomotion nach
8-OH-DPAT-Injektion konnte deutlich zeigen, dass der allein durch 8-OH-DPAT
induzierte Anstieg in der Lokomotion innerhalb der 30 Minuten eines Probenintervalls
wieder auf dem Niveau der Saline Gruppen war. Wichtig fur die Interpretation der
Effekte auf die Kokain-induzierte Hyperaktivitat ist, dass zum Zeitpunkt der Kokain-
Injektion alle Behandlungsgruppen eine vergleichbare lokomotorische Aktivitat
aufwiesen. Die Effekte einer 5-HTia-Rezeptor Aktivierung auf Kokain-induzierte
Hyperaktivitat sind damit keine summativen oder subtraktiven Effekte, sondern durch
eine Interaktion bedingt.

Die Verhaltensbefunde aus Experiment lll bestatigen die Ergebnisse von De La
Garza & Cunningham (2000) und Carey et al. (2001). De La Garza & Cunningham
(2000) fanden in ihrer Studie zudem, dass die beobachtete Potenzierung Kokain-
induzierter Hyperlokomotion nur in der Peripherie des Offenfeldes und nicht im
zentralen Bereich zu beobachten war, wobei diese Autoren ein Offenfeld mit einer

Grundflache von 40 x 40 cm benutzten, bei der die dul3eren 16 cm als Peripherie
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gewertet wurden. Das hier verwendete Offenfeld hatte eine Grundflache von 29 x 29
cm. Die Peripherie des in der Studie von De La Garza & Cunningham (2000)
benutzten Offenfeldes entsprach bezlglich des Abstandes von den Seitenwanden
etwa der hier verwendeten gesamten Offenfeld-Gro3e. Andere Autoren fanden aber
auch gegenteilige Effekte einer 5-HTi;a-Rezeptor Aktivierung auf die akute
Hyperlokomotion nach Kokain. Przegalifiski & Filip (1997) berichteten eine
Abschwéchung Kokain-induzierter Hyperlokomotion durch 8-OH-DPAT. Allerdings
wurde in dieser Studie, im Vergleich zu allen anderen Studien, nur eine geringe
Dosis Kokain (5mg/kg, i.p.) getestet und die Autoren verwendeten ein 40 x 40 cm
groRes Offenfeld, bei dem nicht zwischen peripherer und zentraler lokomotorischer
Aktivitat differenziert wurde. Wichtig dabei scheint auch zu sein, ob die untersuchten
Tiere bereits an das Offenfeld gewohnt, d.h. habituiert, waren oder ob das Offenfeld
nach den jeweiligen Injektionen fur die Tiere eine ganz neue Umgebung darstellte. In
Experiment 1ll kann von einer Habituation der Tiere an die Testbox ausgegangen
werden, so wie auch in den Experimenten von De La Garza & Cunningham (2000)
und Carey et al. (2001), nicht pdoch in der Studie von Przegalifiski & Filip (1997).
Wesentliche Unterschiede in der getesteten Dosis, in der Grof3e des verwendeten
Offenfeldes (bzw. in dessen Unterteilung) und in der Habituation der Tiere vor dem
Testen, konnten daher die Ursache fur die unterschiedlichen Verhaltensbefunde
sein. Generell kann davon ausgegangen werden, dass ein Offenfeld mit einer
gréReren Grundflache auch starker Angst-geladen ist als ein Offenfeld mit einer
kleinen Grundflache (Carli et al., 1989). Bei der Untersuchung der Verhaltenseffekte
von Kokain kann das eine bedeutende Rolle spielen, da bekannt ist, dass Kokain
auch anxiogene Effekte haben kann (Costall et al., 1989; Yang et al., 1992).

In  Experiment Il wurde gefunden, dass 5-HTia-Rezeptor Aktivierung die
Hyperlokomotion nach Kokain potenziert, jedoch Kokain-induziertes Aufrichtverhalten
abschwéacht. Die Beobachtung, dass 5HTia-Rezeptor Agonismus nicht alle Kokain-
induzierten Verhaltenseffekte potenziert, bestatigt wiederum die Befunde von De La
Garza & Cunningham (2000), steht aber scheinbar im Kontrast zu den
Beobachtungen aus Experiment | und Il, die gezeigt haben, dass die Blockade des
5-HTia-Rezeptors sowohl den Anstieg in der Lokomotion als auch im
Aufrichtverhalten nach Kokain-Gabe inhibieren kann. Mdéglicherweise kommt es aber
im Falle der 5HTia-Rezeptor Aktivierung zu einer Verhaltens-Kompetition nach der
Kokain-Gabe, d.h. die sehr hohe lokomotorische Aktivitat nach 8OH-DPAT/Kokain
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unterdriickt eine gleichzeitige Potenzierung im Aufrichtverhalten (Tricklebank et al.,
1986). Ein alternativer Mechanismus konnte aber auch in der unterschiedlichen
Affinitdt von WAY100635 (Experiment | und II) und 8-OH-DPAT zum 5-HTia-
Rezeptor (Hjorth et al., 1982; Fletcher et al., 1996) bzw. auch in der geringen Affinitat
zu anderen 5-HT-Rezeptoren (Barnes & Sharp, 1999) begrindet sein.

3.3.4.3 5-HTia-Rezeptor Agonismus und die Effekte von Kokain im
serotonergen System
Der wichtigste Befund in Experiment 1l ist, dass eine 5HTia-Rezeptor Aktivierung,
parallel zur Potenzierung der Kokain-induzierten Hyperaktivitdt, den Anstieg der
extrazellularen 5HT-Konzentration im Hippocampus und im Nac abschwécht. Damit
entsprechen die neurochemischen Ergebnisse in Experiment lll den Erwartungen,
die aus Experiment Il abgeleitet wurden. Die Ergebnisse unterstiitzen auch den in
Experiment 1l vorgeschlagenen neurochemischen Mechanismus. Es ist bekannt,
dass 8-OH-DPAT an inhibitorischen 5HTia-Autorezeptoren im Bereich der Raphe’
Nuclei bindet (Gozlan et al., 1983) und damit die Feuerfrequenz serotonerger
Neurone verringert (Hjorth et al., 1982; Sprouse & Aghajanian, 1988). Die
inhibitorischen Effekte, die ein Kokain-induzierter Anstieg der extrazellularen 5HT-
Konzentration im Bereich der Soma und der Dendriten serotonerger Neurone hat,
wlrden durch eine zuséatzliche 5-HTja-Autorezeptor Aktivierung noch verstarkt
werden. Diese Annahme wird durch die Beobachtung gesttitzt, dass 8-OH-DPAT den
Kokain-induzierten Abfall der 5-HIAA-Konzentration im Nac tendenziell noch
verstarkt, was als zusatzliche Verringerung der von der Feuerfrequenz abhangigen
5-HT-Syntheserate (Hjorth & Magnusson, 1988) interpretiert werden kann (Wolf et
al., 1985; Cumming et al., 1992). Interessant dabei ist die scheinbar unterschiedliche
Koppelung der 5-HT-Syntheserate an die Feuerfrequenz oder direkt an den 5HTia-
Rezeptor zwischen der serotonergen Innervierung des Hippocampus und des Nac.
Unterschiedliche Effekte einer 5-HTia-Rezeptor Aktivierung zwischen DRN und
MRN, den jeweiligen Hauptursprungsgebieten der serotonergen Innervierung des
Nac und des Hippocampus, wurden auch von anderen Autoren gefunden (Sinton &
Fallon, 1988; Blier et al., 1990; Casanovas & Artigas, 1996; Herges & Taylor, 1999a,
1999b). Der Effekt einer 5-HT-Wiederaufnahmehemmung durch pharmakologische

Blockade des SERT auf die extrazellulare 5-HT-Konzentration in den

118



Experiment llI

Terminalgebieten hangt essentiell von der Feuerfrequenz der serotonergen Neurone
ab. Bei einer - im Vergleich zu Kokain allein - weiter verringerten Feuerfrequenz
sollte deshalb ein Anstieg der Kokain-induzierten extrazellularen 5HT-Konzentration
im Hippocampus und im Nac auch verringert sein. Ein Schema, das einen
hypothetischen neurochemischen Mechanismus fiir die beobachteten Effekte
illustriert, ist in Abbildung 19 dargestellt. Dieses Schema ist nicht nur fur die
neurochemischen Effekte einer 5-HTia-Rezeptor Aktivierung auf den Kokain-
induzierten 5-HT-Anstieg im Hippocampus und Nac anwendbar, sondern auch auf
die durch 8-OH-DPAT abgeschwachte 5-HT-Antwort nach dem SSRI Fluoxetine
(Rutter et al., 1995) oder dem Psychostimulans Amphetamin (Kuroki et al., 1996).

Die Ergebnisse aus Experiment lll unterstitzen nicht nur den in Experiment Il
vorgeschlagenen neurochemischen Mechanismus, sondern auch die Annahme, dass
der 5-HT-Anstieg nach Kokain im Hippocampus und im Nac eine inhibitorische Rolle
bei der Expression der akuten Hyperlokomotion nach Kokain spielt. Die bisherigen
Experimente haben gezeigt, dass eine Inhibierung der akuten Hyperlokomotion nach
Kokain mit einem potenzierten 5-HT-Anstieg im Hippocampus und im Nac einhergeht
und eine Potenzierung der Hyperlokomotion mit einem abgeschwachten 5-HT-
Anstieg verbunden ist. Es muss hierbei jedoch kritisch angemerkt werden, dass es
sich bisher lediglich um korrelative Daten handelt, deren kausale Beziehung roch
nicht eindeutig nachgewiesen ist. Sehr wahrscheinlich muss aber das konventionelle
Bild einer lediglich dopaminerg mediierten, akuten Verhaltensaktivierung nach
Kokain erweitert werden, um die beobachteten Effekte sinnvoll interpretieren zu
kénnen. Alternativ kdnnte argumentiert werden, dass 5-HT lediglich die Aktivitat
dopaminerger Neurone in der VTA (Kelland et al., 1993) oder/und die DA-
Konzentration in dopaminergen Terminalgebieten (Parsons & Justice, 1993)
moduliert hat. Eine durch 8OH-DPAT modulierte 5HT-Antwort nach Kokain kénnte
demnach zu einer veranderten DA-Antwort fihren, die wiederum die Expression von
Hyperlokomotion nach Kokain kontrolliert. Verschiedene Befunde sprechen jedoch
gegen diese Annahme.
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Abb. 19 Hypothetisches Schema fir die Inhibierung des Kokain-induzierten
Anstiegs der extrazellularen Serotonin (5-HT)-Konzentration im Hippocampus
(Hipp) und Nucleus accumbens (Nac) durch den 5-HTia-Rezeptor Agonisten
8-OH-DPAT an den serotonergen Neuronen im Nucleus raphe” dorsalis und
medianus (DRN/MRN). A: Kokain induziert einen Anstieg der terminalen und
somatodendritischen 5-HT-Konzentration ~ durch  Blockade  der  5-HT-
Wiederaufnahme am 5-HT-Transporter (hellgraue Kastchen). Ein erhOhter
somatodendritischer 5-HT-Level fiuhrt zu einer starkeren Aktivierung der
somatodendritischen 5-HTa-Autorezeptoren (weil3e Kastchen). Diese wirken
inhibitorisch und reduzieren die Feuerfrequenz der serotonergen Neurone. B: Bei
vorheriger Applikation des 5-HTia-Rezeptor Agonisten 8-OH-DPAT kommt es
noch, zusatzlich zu einem Kokain-induzierten Anstieg im 5-HT in der
somatodendritischen  Region, zu einer vermehrten 5-HT;a-Autorezeptor
Aktivierung, die wiederum zu einer vermehrten Hemmung der serotonergen
Feuerfrequenz fuhrt. Die terminalen Effekte von Kokain sind wahrscheinlich nicht
verandert, da terminale 5-HT-Autorezeptoren nicht vom 5-HTi;a-Typ sind. Nach
8-OH-DPAT-Kokain Behandlung addieren sich — im Vergleich zu Kokain allein —
die inhibitorischen Effekte auf die Feuerfrequenz serotonerger Neurone. Die
Kokain-induzierte terminale Wiederaufnahmehemmung von 5-HT st damit
weniger effektiv. Daraus resultiert eine Abschwéchung des Kokain-induzierten
5-HT-Anstiegs im Hippocampus und Nac.
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Erstens wurde fir 8-OH-DPAT gezeigt, dass es eher zu einer Reduktion als zu
einem Anstieg der extrazellularen DA-Konzentration im Nac und Striatum fuhrt
(Nomikos et al., 1996; Ichikawa & Meltzer, 2000) und dass 8-OH-DPAT einen
Amphetamin-induzierten  Anstieg der extrazellularen  DA-Konzentration im
prafrontalen Kortex, im Striatum und im Nac inhibiert (Ichikawa et al., 1995; Kuroki et
al., 1996). 80OH-DPAT hatte zudem keinen Effekt auf einen Haloperidolinduzierten
DA-Anstieg im Striatum und Nac (Lucas et al., 1997; Ichikawa & Meltzer, 2000).
Zweitens wurde in diesem Experiment beobachtet, dass 8-OH-DPAT keinen Einfluss
auf die Kokain-induzierte Verringerung der extrazellularen DOPAC-Konzentration
hat. Eine veranderte DOPAC-Antwort wirde jedoch bei einem ebenfalls veranderten
DA-Anstieg nach Kokain erwartet werden (fur einen vergleichbaren zeitlichen Verlauf
der DOPAC-Konzentration bei vergleichbarer DA-Konzentration: siehe auch
Experiment ). Drittens konnten Carey et al. (2001) zeigen, dass eine Vorbehandlung
mit 8OH-DPAT die Kokain-induzierte Hyperlokomotion potenziert und post mortem
Gewebslevel 5-HIAA/S-HT reduziert, dabei jedoch keinen Einfluss auf den post
mortem Gewebslevel DOPAC/DA hatte. Ausgehend von diesen Beobachtungen
scheint eine rein dopaminerge Mediierung der Effekte einer 5-HT;a-Rezeptor
Stimulierung  auf  die  akute Kokain-induzierte  Hyperlokomotion  eher

unwahrscheinlich.

3.3.4.4 5-HTia-Rezeptor Agonismus und spontanes Verhalten

In diesem Experiment wurde ein kurzzeitiger Anstieg der lokomotorischen Aktivitat
nach 5-HTia-Rezeptor Aktivierung beobachtet. Dieser Anstieg war in beiden
Gruppen, die eine 8-OH-DPAT-Injektion erhielten, zu beobachten, was eine
Beteiligung des 5-HTia-Rezeptors an der Generierung lokomotorischer Aktivitat
wahrscheinlich macht. Das Ausbleiben inhibitorischer Effekte nach der 5-HTia-
Rezeptor Blockade in Experiment | und Il kdnnte damit auf einen Bodeneffekt bei
geringer spontaner Lokomotion zuriickzufihren sein. Es ist aber auch mdglich, dass
eine tonische Aktivierung des 5HTia-Rezeptors nicht fur die Generierung spontaner
lokomotorischer Aktivitdt benétigt wird, eine zusétzliche Aktivierung des 5-HTia-
Rezeptors, z.B. durch Erh6hung der serotonergen Aktivitat, aber faszilitierend auf die
Lokomotion wirkt (Vanderwolf, 1989; Jacobs & Fornal, 1993). Eine betrachtliche

Variation bei der Habituation an die Versuchsapparatur (Evenden & Angeby-Moller,
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1990) und bei der Offenfeldgrof3e ist moglicherweise auch im Falle von 8-OH-DPAT
allein fur die zum Teil kontraren Befunde in der Literatur verantwortlich. So wird nach
8-OH-DPAT einerseits eine erhdhte Lokomotion (Tricklebank et al., 1984; Dourish et
al., 1985; Lucki et al., 1989) andererseits aber auch eine verringerte Lokomotion
(Carli et al., 1989; Hillegaart et al., 1989b; Mittman & Geyer, 1989) berichtet. Bei
diesen Studien filhrte 8-OH-DPAT tendenziell in grol3en Offenfeldern zu einer

Verringerung und in kleinen Offenfeldern zu einer Erhéhung der Lokomotion.

3.3.4.5 5-HTia-Rezeptor Agonismus und das serotonerge System

In diesem Experiment wurde gefunden, dass die 5-HT;a-Rezeptor Aktivierung zu
einem tendenziellen Abfall der extrazellularen 5-HT-Konzentration im Hippocampus
und Nac fuhrt. Ein Abfall der extrazelluldaren 5-HT-Konzentration nach 8-OH-DPAT
wurde auch von anderen Autoren fir den Hippocampus, das Striatum und andere
Hirnstrukturen berichtet (Bonvento et al., 1992; Kreiss & Lucki, 1994; Casanovas et
al., 1997) und bestatigt damit die Beobachtungen von Sprouse & Aghajanian (1988)
und Riad et al. (2000), die eine verringerte terminale 5-HT-Konzentration nach
Aktivierung somatodendritischer 5-HTia-Autorezeptoren fanden. Der ebenfalls in
diesem Experiment beobachtete tendenzielle Abfall der 5-HIAA-Konzentration im
Nac nach 8-OH-DPAT, der eine verringerte 5-HT-Syntheseaktivitat impliziert,
bestatigt zudem die Annahme, dass der Abfall der extrazellularen 5-HT-
Konzentration im Nac Uber somatodendritische 5-HTja-Autorezeptoren und eine
verringerte Feuerfrequenz serotonerger Neurone zustande kommt. Dem 5-HTia-
Rezeptor kommt damit eine wichtige Rolle bei der Regulierung der extrazellularen
5-HT-Konzentration in terminalen Arealen serotonerger Projektionen bei einer

generellen Aktivierung des serotonergen Systems zu.
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3.4 Experiment IV

3.4.1 Einleitung

Die vorangegangenen Experimente hatten gezeigt, dass eine 5-HT;a-Rezeptor
mediierte Modulation der akuten Hyperaktivitat nach Kokain nicht, wie urspringlich
erwartet, mit einer veranderten DA-Antwort im Nac, sondern mit einer Potenzierung
(Experiment 1) oder Inhibierung (Experiment Ill) der 5HT-Antwort im Hippocampus
und Nac einhergeht. Daraus wurde abgeleitet, dass moglicherweise die
Hippocampus-Nac Projektion und ihre serotonerge Innervierung die akuten
Verhaltenseffekte von Kokain entscheidend mit beeinflusst. Fir den Nac ist eine
Beteiligung an den akuten Verhaltenseffekten von Kokain bereits mehrfach
nachgewiesen worden Kelly & Iversen, 1976; Delfs et al., 1990; lkemoto, 2002). Fur
den Hippocampus und die Hippocampus-Nac-Projektion ist bisher nur eine
Beteiligung an der Generierung spontaner lokomotorischer Aktivitdt gezeigt worden
(Mogenson & Nielsen, 1984; Brudzynski & Gibson, 1997; Bardgett & Henry, 1999;
Bast et al., 2001a, 2001b; Zhang et al., 2002). Die Rolle des Hippocampus bei
Kokain-induzierter Hyperlokomotion ist jedoch unklar. Im Gegensatz zum Nac, der
5-HTia-Rezeptoren nur in geringer Dichte aufweist, verfigt der Hippocampus Uber
eine sehr hohe Dichte dieser Rezeptoren (Verge et al., 1986; Palacios et al., 1990;
Pompeiano et al., 1992). Eine Modulation hippocampaler Aktivitdt nach Kokain-Gabe
durch 5HT1a-Rezeptor Stimulation konnte damit Gber eine veranderte 5HT-Antwort
im Hippocampus oder/und durch die lokale Aktivierung hippocampaler 5-HTia-
Rezeptoren meditiert werden. Es wurde bereits gezeigt, dass sowohl 5-HT (Colino &
Halliwell, 1987; Andrade & Nicoll, 1987; Segal, 1990b) als auch die selektive
Aktivierung lokaler 5HT1a-Rezeptoren (Sprouse & Aghajanian, 1988) die neuronale
Aktivitdt im Hippocampus beeinflussen kdnnen. In Experiment IV sollte deshalb
untersucht werden, welche Rolle hippocampale 5-HTia-Rezeptoren bei den akuten
Verhaltenseffekten von Kokain und dem Kokain-induzierten Anstieg der 5-HT-
Konzentration im Hippocampus spielen. Parallel dazu sollte untersucht werden,
welche Rolle den hippocampalen 5HTia-Rezeptoren bei der Expression spontanen
Verhaltens und bei der Regulierung der basalen extrazellularen 5HT- und 5HIAA-
Konzentration im Hippocampus zukommt. Dazu sollten die hippocampalen 5HTia-
Rezeptoren durch die lokale Applikation des 5-HT;a-Rezeptor Agonisten 8-OH-DPAT

selektiv stimuliert werden, wonach entweder eine Kokain- oder eine Saline-Injektion
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folgte. Da die 5-HTia-Rezeptoren im Hippocampus keine préasynaptischen
Autorezeptoren, sondern postsynaptische Rezeptoren sind (Riad et al., 2000), wurde
zunachst kein Effekt der lokalen 5-HTia-Rezeptor Blockade weder auf die basale
5-HT-Konzentration noch auf den Kokain-induzierten Anstieg in der 5-HT-
Konzentration im Hippocampus erwartet. Ebenfalls sollte in der 5-HIAA-
Konzentration kein Effekt zu beobachten sein. Falls die 5-HTia-Rezeptoren im
Hippocampus an den akuten Verhaltenseffekten von Kokain beteiligt sind, musste
nach lokaler 5-HT;a-Rezeptor Aktivierung eine verdnderte akute Verhaltensantwort
nach Kokain-Gabe zu beobachten sein. Um eine mdgliche Diffusion des lokal
applizierten 5-HT1a-Rezeptor Agonisten zu kontrollieren, sollten zusatzlich die 5HT-
und 5-HIAA-Konzentrationen im Nac gemessen werden. Eine unverdnderte 5-HT-
und 5-HIAA-Antwort im Nac nach Kokain oder Saline ware demnach ein Indiz fur die
lokale Wirkung des 5-HTia-Rezeptor Agonisten, wogegen ein abgeschwachter 5-HT-
Anstieg nach Kokain im Nac, bzw. ein Abfall unter Ausgangslageniveau nach Saline,
ein Indiz fir eine Diffusion durch das gesamte Gehirn wére, die ahnliche
neurochemische Effekte induziert wie eine systemische Applikation (siehe

Experiment Il1).

3.4.2 Spezielle Methoden

Die Versuchsdurchfihrung entsprach, bis auf die lokale Applikation des 5-HTia-
Rezeptor Agonisten 8-OH-DPAT, derjenigen von Experiment Il und Ill. Eine Woche
vor Beginn der invivo Mikrodialyse Messungen wurden jedem Tier zwei
FUhrungskantilen, jeweils eine in den Nac und eine in den ventralen Hippocampus,
implantiert. Die Fuhrungskanile in den Nac wurde in einem Winkel von +/- 10° mit
den Koordinaten: anterior: +1.6 mm, lateral: +/-2.6 mm, ventral: -5.8 mm (Referenz:
Bregma, Paxinos & Watson, 1986) implantiert. Die Koordinaten fur die
Fuhrungskanile im Hippocampus waren: anterior: -5.6 mm, lateral: +/-4.8 mm,
ventral: -3.2 mm (Referenz: Bregma, Paxinos & Watson, 1986). Auch in Experiment
IV wurde spatestens 2 Stunden nach Einsetzen der Dialysesonden in jedem Tier
eine stabile Ausgangslagekonzentration 5HT und 5HIAA gemessen. Wahrend des
Experiments erfolgte die Probennahme alle 30 Minuten (Probenintervall). Zunachst
wurden wiederum 3 Ausgangslage Proben genommen. Dem folgte die lokale
Applikation von entweder 0, 0.1, 1 oder 10 nM 8-OH-DPAT in den Hippocampus. Die
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lokale Applikation des 5-HT;a-Rezeptor Agonisten 8-OH-DPAT wurde mittels der
reversen Dialyse durchgefiihrt. Dabei wurde die zu verabreichende Substanz
wahrend der inwvivo Mikrodialyse der Perfusionsflissigkeit (Ringer) in einer
definierten Konzentration (0, 0.1, 1 oder 10 nM 8-OH-DPAT) zugegeben. Die Zugabe
(bzw. das Wechseln von Vorratsspritzen) erfolgt dabei unter spezieller
Berlcksichtigung der Lange der PE-Schlauche der Dialysesonden, so dass das
Flissigkeitskompartiment mit der lokal zu applizierenden Substanz die aktive
Membranflache der Dialysesonde zu einem definierten Zeitpunkt erreicht. In diesem
Experiment wurde der Zeitpunkt des Vorratsspritzen-Wechsels so gewahlt, dass der
5-HT1a-Rezeptor Agonist genau nach den drei Ausgangslageintervallen (P1-P3) die
Dialysemembran und damit den Hippocampus erreichte. Um eine ungewollte
Diffusion des Rezeptor Agonisten zwischen den Flissigkeitskompartimenten
innerhalb der PE-Schlauche der Dialysesonden zu verhindern, wurden in die
Perfusionsflissigkeit zwei kleine Luftblasen (v=1 nl) zur Trennung der
Flissigkeitskompartimente eingebracht. Die lokale Applikation von 8-OH-DPAT
dauerte drei Probenintervalle (P4-P6). Danach erfolgte die Perfusion wieder mit
Ringer-Losung. Die Perfusion der Dialysesonde im Nac erfolgte wahrend der
gesamten Messzeit mit Ringer. Ein Probenintervall nach Beginn der lokalen
Applikation von 8OH-DPAT in den Hippocampus erhielt jedes Tier eine i.p. Injektion
mit entweder 10 mg/kg Kokain oder Saline. Dabei wurde die gleiche Konzentration
Kokain verwendet wie in den Experiment HIl. Der Dosisbereich 8-OH-DPAT wurde in
Vortests zu Experiment IV bestimmt. 8 OH-DPAT wurde fir die lokale Applikation in
Ringer-Losung (Perfusionsflissigkeit) und Kokain fur die ip. Applikation in Saline
gel6st. Sowohl die Kokain- als auch die Saline-Injektionen wurden in einem Volumen
von 1 ml/kg i.p. verabreicht. Nach der i.p. Injektion wurde noch 8 Intervalle lang, d.h.
fir 240 Minuten, gemessen. Alle Mikrodialyseproben wurden mittels HPLC-EC auf
ihren Gehalt an 5-HT und 5-HIAA untersucht.

3.4.3 Ergebnisse

3.4.3.1 Histologie
Die Lokalisation der Mikrodialysesonden innerhalb des Hippocampus und des Nac ist

in Abbildung 20 dargestellt. Die Dialysesonden aller untersuchten Tiere waren im
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Hippocampus und Nac lokalisiert. Bei einigen Tieren kam es zu einem unilateralen
Verlust der Dialysesonden (Verstopfung der Silica-Kapillare).

A B

cocaine (1.p.) saline (i.p.)

Abb. 20 Lokalisation der Mikrodialysesonden (aktive Membranflache) in
Koronalschnitten des Rattenhirns nach Paxinos & Watson (1986). Die Zahlen zeigen
den Abstand von Bregma an. A: Lokalisation m Hippocampus. Die verschiedenen
Linien zeigen an, welche Konzentration von 8-OH-DPAT Uber die reverse Dialyse
mittels der jeweiligen Dialysesonde in den Hippocampus verabreicht wurde
(durchgezogene Linie: 0 nmM, Strich-Punkt-Linie: 0.1 nM; gestrichelte Linie: 1 miM;

gepunktete Linie: 10 nM). B: Lokalisation im Nucleus accumbens.

3.4.3.2 Verhalten

Die Injektion von Ringer/Kokain (n=6) induzierte einen bedeutsamen Anstieg der
Lokomotion (F1155=6.51, p<0.0001; Abb. 21), der im 30 Minuten Intervall nach der
Kokain-Injektion (P5) sein Maximum erreichte (Tukey’'s Test, P3 vs. P5: p<0.001).
Der Anstieg der Lokomotion nach einer Kokain-Injektion war in allen drei Gruppen
mit lokaler 8 OH-DPAT Applikation in den Hippocampus deutlich geringer als in der

Ringer/Kokain Gruppe. Die Injektion von Kokain fuhrte dennoch zu einem
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bedeutsamen Anstieg in der 0.1 nM 8OH-DPAT/Kokain Gruppe (n=5; F144=3.81,

p<0.0001), der unmittelbar nach der Kokain-Injektion (P5) sein Maximum erreichte

(Tukey’s Test, P3 vs. P5: p<0.01). Ebenfalls in P5 erreichte der bedeutsame Anstieg
der Lokomotion in der 10 nM 8-OH-DPAT/Kokain Gruppe (n=8; F1177=3.53, p<0.001,;

Tukey’s Test, P3 vs. P5: p<0.001) sein Maximum. Dagegen wurde in der 1 nM 8-OH-

DPAT/Kokain Gruppe (n=6) kein bedeutsamer Anstieg der Lokomotion nach der

Kokain-Injektion beobachtet (p>0.05).
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Abb. 21 Lokomotion nach
I.p. Injektion von
entweder Kokain (10
mg/kg; A) oder 0.9%iger
Kochsalzlosung  (Saline;
B) bei lokaler Applikation
von 8-OH-DPAT in den
Hippocampus mittels
reverser Dialyse. Dar-
gestellt sind Mittelwerte
und Standardfehler fir
jede Behandlungsgruppe
flr einen Zeitraum von 12
Probenintervallen (P) mit
einer Dauer von jeweils
30 Minuten. Den drei
Ausgangslage Proben-
intervallen (P1-P3) folgte
die lokale Applikation in
den Hippocampus (grau-
er Balken). Ein Proben-
intervall spéater wurde die
i.p. Injektion (Pfeil) ver-
abreicht.
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Eine zweifaktorielle ANOVA zeigte deutliche Effekte fir den Faktor Probenintervalle
(F11,396=9.84, p<0.0001) und die Probenintervalle x Behandlung Interaktion
(F33.396=2.22, p<0.0001). Post hoc Tukey's Tests fur die Interaktion zeigten einen
bedeutsamen Unterschied in der Lokomotion zwischen der Ringer/Kokain und der 1
nmM 8-OH-DPAT/Kokain Gruppe im 30 Minuten Intervall nach der Kokain-Injektion
(P5: p<0.0001). Kein bedeutsamer Unterschied fand sich dagegen zwischen
Ringer/Kokain und 0.1 nM 8-OH-DPAT/Kokain Gruppe (p>0.05) und zwischen
Ringer/Kokain und 10 nM 8-OH-DPAT/Kokain Gruppe (P5: p<0.056).

Die Behandlung mit Ringer/Saline (n=5) hatte keinen bedeutsamen Effekt auf die
Lokomotion (p>0.05). Eine Saline-Injektion hatte weder in der 0.1 nM
8-OH-DPAT/Saline Gruppe (n=4) noch in der 1 nM 8-OH-DPAT/Saline Gruppe (n=5)
oder in der 10 nM 8-OH-DPAT/Saline Gruppe (n=5) einen Effekt auf die Lokomotion
(p>0.05). Post hoc Tukey's Tests fir die Interaktion zeigten keinen bedeutsamen
Unterschied in der Lokomotion zwischen allen Saline-injizierten Gruppen (p>0.05).
Die Feinanalyse der Lokomotion (Abb. 22) zeigt deutlich, dass der Anstieg der
Lokomotion nach der Kokain-Injektion in der Ringer/Kokain Gruppe groRer, jedoch
nicht langer anhaltend war als in allen drei Gruppen mit lokaler 8-OH-DPAT-
Applikation in den Hippocampus und Kokain (i.p.). Die lokomotorische Aktivitat war
zudem nach der i.p. Injektion in allen vier mit Kokain behandelten Gruppen gréi3er
als in den vier mit Saline behandelten Gruppen. Nach Beginn der lokalen Applikation
von 1 nM 8-OH-DPAT in den Hippocampus zeigte die 1 nM 8-OH-DPAT/Kokain
Gruppe eine kicht erhohte Lokomotion in Probenintervall P4. Dieser Effekt wurde in
der 1 nM 8-OH-DPAT/Saline Gruppe jedoch nicht beobachtet.
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Die Injektion von Ringer/Kokain induzierte ebenfalls einen bedeutsamen Anstieg im
Aufrichtverhalten (Fi155=6.15, p<0.0001; Abb. 23), der im 30 Minuten Intervall nach
der Kokain-Injektion (P5) sein Maximum erreichte (Tukey's Test, P3 vs. P5:
p<0.001). Der Anstieg im Aufrichtverhalten nach einer Kokain-Injektion war in allen
drei Gruppen mit lokaler 8-OH-DPAT-Applikation in den Hippocampus deutlich
geringer als in der Ringer/Kokain Gruppe. Die Injektion von Kokain fuhrte dennoch zu
einem bedeutsamen Anstieg in der 1 nmM 8OH-DPAT/Kokain Gruppe (Fi155=3.37,

p<0.001), der unmittelbar nach der Kokain-Injektion (P5) sein Maximum erreichte
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(Tukey's Test, P3 vs. P5: p<0.001). Ebenfalls in P5 erreichte der bedeutsame
Anstieg im Aufrichtverhalten in der 10 nM 8OH-DPAT/Kokain Gruppe (Fi11,77=3.41,

p<0.001; Tukey’s Test, P3 vs. P5: p<0.001) sein Maximum. Dagegen wurde in der
0.1 nM 8-OH-DPAT/Kokain Gruppe kein bedeutsamer Anstieg im Aufrichtverhalten

nach der Kokain-Injektion beobachtet (p>0.05).
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Abb. 23 Aufrichtverhalten
nach ip. Injektion von
entweder Kokain (10 mg
/kg; A) oder 0.9%iger
Kochsalzlosung  (Saline;
B) bei lokaler Applikation
von 8-OH-DPAT in den
Hippocampus mittels re-
verser Dialyse. Darge-
stellt sind Mittelwerte und
Standardfehler fur jede
Behandlungsgruppe  fir
einen Zeitraum von 12
Probenintervallen (P) mit
einer Dauer von jeweils
30 Minuten. Den drei
Ausgangslage Proben-
intervallen (P1-P3) folgte
die lokale Applikation in
den Hippocampus (grau-
er Balken). Ein Proben-
intervall spater wurde die
i.p. Injektion (Pfeil) ver-
abreicht.
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Eine zweifaktoriele ANOVA zeigte deutliche Effekte flir den Faktor Probenintervalle
(F11,396=8.15, p<0.0001) und die Probenintervalle x Behandlung Interaktion
(F33396=2.21, p<0.0001). Post hoc Tukey's Tests fur die Interaktion zeigten einen
bedeutsamen Unterschied im Aufrichtverhalten zwischen der Ringer/Kokain und der
0.1 nM 8OH-DPAT/Kokain Gruppe und zwischen der Ringer/Kokain und der 1 nM
8-OH-DPAT/Kokain Gruppe im 30 Minuten Intervall nach der Kokain-Injektion
(jeweils P5: p<0.0001). Kein bedeutsamer Unterschied fand sich dagegen zwischen
Ringer/Kokain und 10 nM 8OH-DPAT/Kokain Gruppe (p>0.05). Im Unterschied zur
Lokomotion, bei der eine Dosis von 1 niM 8-OH-DPAT die effektivste Hemmung einer
Kokain-induzierten Aktivierung verursacht hat, war beim Aufrichtverhalten eine Dosis
von 0.1 miM am wirkungsvollsten.

Die Behandlung mit Ringer/Saline hatte keinen bedeutsamen Effekt auf das
Aufrichtverhalten (p>0.05). Die Behandlung hatte weder in der 0.1 nM 8-OH-
DPAT/Saline Gruppe noch in der 1 nmiM 8-OH-DPAT/Saline Gruppe oder in der 10 iV
8-OH-DPAT/Saline Gruppe einen Effekt auf das Aufrichtverhalten (p>0.05). Post hoc
Tukey's Tests fur die Interaktion zeigten keinen bedeutsamen Unterschied im
Aufrichtverhalten  zwischen allen  Saline-injizierten  Gruppen (p>0.05). Die
Feinanalyse des Aufrichtverhaltens (Abb. 24) zeigt, dass der Anstieg im
Aufrichtverhalten nach der Kokain-Injektion in der Ringer/Kokain Gruppe deutlich
gréRer und zum Teil auch langer anhaltend war als in den drei Gruppen mit lokaler
8-OH-DPAT Applikation in den Hippocampus und Kokain (i.p.). Das Aufrichtverhalten
war zudem nach der i.p. Injektion in allen vier mit Kokain behandelten Gruppen

groRRer als in den vier mit Saline behandelten Gruppen.
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3.4.3.3 Neurochemie

Abb. 24 Feinanalyse des
Aufrichtverhaltens nach
i.p. Injektion von ent-
weder Kokain (10 mg/kg;
A) oder 0.9%iger Koch-
salzlésung (Saline; B) bei

lokaler Applikation von
8-OH-DPAT in den
Hippocampus mittels
reverser Dialyse. Dar-

gestellt sind Mittelwerte
und Standardfehler fir
jede Behandlungsgruppe
in Intervallen wvon 5
Minuten innerhalb der 3
Probenintervalle P4 -P6.
Ein Pfeil zeigt den Zeit-
punkt der i.p. Injektionen
an.

Der Ausgangslagewert der 5-HT-Konzentration betrug im Mittel 2.8 + 0.2 pg/45 ni im

Hippocampus und 2.3 + 0.2 pg/45 m im Nac. Der Ausgangslagewert der 5HIAA-

Konzentration betrug im Mittel 722.8 + 71.8 pg/45 n im Hippocampus und 1178.5 +

99.8 pg/45 m im Nac. Weder fur die 5HT- noch fur die 5HIAA-Konzentration im

Hippocampus und
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Behandlungsgruppen in der Ausgangslage beobachtet (Hippocampus und Nac:
p>0.05).

Die Behandlung mit Ringer/Kokain induzierte einen bedeutsamen Anstieg der 5HT-
Konzentration im Hippocampus (F1155=10.37, p<0.0001; Abb. 25), der im 30 Minuten
Intervall nach der Kokain-Injektion (P5) sein Maximum erreichte (Tukey’s Test, P3 vs.
P5: p<0.001, P6: p<0.01). Der Anstieg der 5-HT-Konzentration im Hippocampus
nach einer Kokain-Injektion war in allen drei Gruppen mit lokaler 8-OH-DPAT-
Applikation in den Hippocampus geringer als in der Ringer/Kokain Gruppe. Die
Injektion von Kokain fiihrte dennoch zu einem bedeutsamen Anstieg in der 0.1 iV
8-OH-DPAT/Kokain Gruppe (F1144=10.37, p<0.0001), der unmittelbar nach der
Kokain-Injektion (P5) sein Maximum erreichte (Tukey’s Test, P3 vs. P5: p<0.001, P6:
p<0.01). Ebenfalls bedeutsam war der Anstieg der 5-HT-Konzentration nach Kokain-
Gabe in der 1 mM 8-OH-DPAT/Kokain Gruppe (F1155=2.90, p<0.01; Tukey’'s Test, P3
vs. P5: p<0.01) und in der 10 nM 8-OH-DPAT/Kokain Gruppe (F11,66=8.76, p<0.0001;
Tukey’s Test, P3 vs. P5: p<0.001, P6: p<0.01), die beide ihr Maximum in Intervall P5
erreichten. Eine zweifaktorielle ANOVA zeigte deutliche Effekte fir die Faktoren
Probenintervalle (F11374=23.44, p<0.0001), Behandlung (F734=3.27, p<0.01) und die
Probenintervalle x Behandlung Interaktion (F77,374=3.11, p<0.0001). Post hoc Tukey’'s
Tests fur die Interaktion zeigten einen bedeutsamen Unterschied in der 5-HT-
Konzentration im Hippocampus zwischen der Ringer/Kokain und der 1 nM 8-OH-
DPAT/Kokain Gruppe in den beiden 30 Minuten Intervallen nach der Kokain-Injektion
(P5: p<0.0001, P6: p<0.05). Kein bedeutsamer Unterschied fand sich dagegen
zwischen Ringer/Kokain und 0.1 nM 8-OH-DPAT/Kokain Gruppe und zwischen
Ringer/Kokain und 10 niM 8-OH-DPAT/Kokain Gruppe (p>0.05).

Die Behandlung mit Ringer/Saline hatte keinen bedeutsamen Effekt auf die 5HT-
Konzentration im Hippocampus (p>0.05). Eine Saline-Injektion fuhrte in der 0.1 iV
8-OH-DPAT/Saline Gruppe (F1133=2.18, p<0.05) und in der 10 nM 8-OH-
DPAT/Saline Gruppe (F11,44=5.29, p<0.0001) zu einem leichten Anstieg der 5HT-
Konzentration im Hippocampus, der sich jedoch in beiden Behandlungsgruppen nicht

bedeutsam von der Ausgangslage unterschied (Tukey’s Test, p>0.05).
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Abb. 25 Serotonin (5-HT)-
Konzentrationen im
Hippocampus nach i.p.
Injektion von entweder
Kokain (10 mg/kg; A)
oder 0.9%iger Kochsalz-
[6sung (Saline; B) bei
lokaler Applikation von
8-OH-DPAT in den
Hippocampus mittels
reverser Dialyse. Die
Konzentrationen sind als
Prozentwerte der 3 Aus-
gangslagewerte  (Mittel-
werte + Standardfehler)
fir jede Behandlungs-
gruppe flr einen Zeitraum
von 12 Probenintervallen
(P) mit einer Dauer von
jeweils 30 Minuten dar-
gestellt. Den drei Aus-
gangslage  Probeninter-
vallen (P1-P3) folgte die
lokale Applikation in den
Hippocampus (grauer
Balken). Ein  Proben-
intervall spater wurde die
i.p. Injektion (Pfeil) ver-
abreicht.

Die Behandlung mit 1 nM 8-OH-DPAT/Saline hatte keinen Effekt auf die 5-HT-

Konzentration im Hippocampus. Post hoc Tukey’'s Tests fir die Interaktion zeigten

keinen bedeutsamen Unterschied in der 5HT-Konzentration zwischen allen Saline-

injizierten Gruppen (p>0.05).

In allen vier Gruppen mit Kokain-Gabe fiel die 5-HIAA-Konzentration nach der
Injektion leicht ab (Abb. 26). Dieser leichte Abfall war aber nicht bedeutsam fur die
Ringer/Kokain und die 10 nM 8-OH-DPAT/Kokain Gruppe (p>0.05). Der Abfall der
5-HIAA-Konzentration in der 0.1 nM 8-OH-DPAT/Kokain Gruppe (Fi1144=3.83,
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p<0.001) unterschied sich nicht bedeutsam vom Niveau der Ausgangslage (Tukey’s

Test, p>0.05). Der Abfall der 5-HIAA-Konzentration im Hippocampus war in der 1 ni

8-OH-DPAT/Kokain Gruppe (Fi1155=2.84, p<0.01) starker ausgepragt und langer
anhaltend als in der Ringer/Kokain Gruppe, unterschied sich aber ebenfalls nicht

bedeutsam von der Ausgangslage (Tukey’s Test, p>0.05).
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Abb. 26 5-HIAA-Kon-
zentrationen im  Hippo-
campus nach ip. In-
jektion von entweder Ko-
kain (10 mg/kg; A) oder
0.9%iger Kochsalzlésung
(Saline; B) bei lokaler
Applikation von 8-OH-
DPAT in den Hippo-
campus mittels reverser
Dialyse. Die Konzen-
trationen sind als Pro-
zentwerte der 3 Aus-
gangslagewerte  (Mittel-
werte + Standardfehler)
fir jede Behandlungs-
gruppe flr einen Zeitraum
von 12 Probenintervallen
(P) mit einer Dauer von
jeweils 30 Minuten dar-
gestellt. Den drei Aus-
gangslage  Probeninter-
vallen (P1-P3) folgte die
lokale Applikation in den
Hippocampus (grauer
Balken). Ein  Proben-
intervall spater wurde die
i.p. Injektion (Pfeil) ver-
abreicht.

Eine zweifaktorielle ANOVA =igte deutliche Effekte fur den Faktor Probenintervalle

(F11,374=3.72,

p<0.0001)
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(F77.374=1.76, p<0.001). Post hoc Tukey's Tests fur die Interaktion zeigten einen
bedeutsamen Unterschied in der 5-HIAA-Konzentration im Hippocampus zwischen
der Ringer/Kokain und der 1 nM 8-OH-DPAT/Kokain Gruppe (P11: p<0.05). Kein
bedeutsamer Unterschied fand sich dagegen zwischen Ringer/Kokain und 0.1 niv
8-OH-DPAT/Kokain Gruppe und zwischen Ringer/Kokain und 10 nM 8-OH-
DPAT/Kokain Gruppe (p>0.05). In keiner der vier Saline-Gruppen hatte die
Behandlung einen bedeutsamen Effekt auf die 5-HIAA-Konzentration im
Hippocampus (p>0.05). Post hoc Tukey’s Tests fir die Interaktion zeigten ebenfalls
keinen deutlichen Unterschied in der 5-HIAA-Konzentration im Hippocampus

zwischen den einzelnen mit Saline behandelten Gruppen (p>0.05).

Die Kokain-Gabe induzierte einen Anstieg der 5HT-Konzentration im Nac in allen
vier Kokain-Gruppen, der sein Maximum jeweils im ersten Intervall nach der Kokain-
Injektion (P5) erreichte (Abb. 27). Der Anstieg war bedeutsam fir die Ringer/Kokain
(F1155=10.88, p<0.0001; Tukey’s Test, P3 vs. P5: p<0.0001, P6: p<0.001), die 0.1
nmM 8-OH-DPAT/Kokain (F11,44=10.06, p<0.0001; Tukey’s Test, P3 vs. P5: p<0.0001),
die 1 mM 8-OH-DPAT/Kokain (Fi155=7.84, p<0.0001; Tukey's Test, P3 vs. P5:
p<0.0001, P6: p<0.01) und die 10 nM 8-OH-DPAT/Kokain Gruppe (F1155=3.10,
p<0.01; Tukey's Test, P3 vs. P5: p<0.01). Eine zweifaktorielle ANOVA zeigte
deutliche Effekte fir die Faktoren Probenintervalle (Fi1330=10.70, p<0.0001),
Behandlung (F730=3.89, p<0.01) und die Probenintervalle x Behandlung Interaktion
(F77.330=2.09, p<0.0001). Post hoc Tukey's Tests fur die Interaktion zeigten keinen
bedeutsamen Unterschied in der 5-HT-Konzentration im Nac zwischen allen drei
Gruppen mit 8-OH-DPAT-Applikation in den Hippocampus und Kokain (i.p.)
verglichen mit der Ringer/Kokain Gruppe (p>0.05). In allen vier Gruppen mit Kokain-
Injektion unterschied sich jedoch die 5-HT-Konzentration im Nac deutlich von der der
Ringer/Saline Gruppe (alle P5: p<0.01). Weder die Ringer/Saline noch die lokale
Applikation von 8OH-DPAT in den Hippocampus, gefolgt von einer Saline-Injektion,
hatten einen Effekt auf die 5HT-Konzentration im Nac (p>0.05). Post hoc Tukey’s
Tests fur die Interaktion zeigten ebenfalls keinen bedeutsamen Unterschied in der
5-HT-Konzentration im Nac zwischen allen drei Gruppen mit 8-OH-DPAT Applikation
in den Hippocampus und Saline (i.p.) verglichen mit der Ringer/Saline Gruppe
(p>0.05).
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Abb. 27 Serotonin-Kon-
zentrationen im Nucleus
accumbens nach ip. In-
jektion  von  entweder
Kokain (10 mg/kg; A)
oder 0.9%iger Koch-
salzlésung (Saline; B) bei
lokaler  Applikation von
8-OH-DPAT in den
Hippocampus mittels
reverser Dialyse. Die
Konzentrationen sind als
Prozentwerte der 3 Aus-
gangslagewerte  (Mittel-
werte + Standardfehler)
fur jede Behandlungs-
gruppe flr einen Zeitraum
von 12 Probenintervallen
(P) mit einer Dauer von
jeweils 30 Minuten dar-
gestellt. Den drei Aus-
gangslage  Probeninter-
vallen (P1-P3) folgte die
lokale Applikation in den
Hippocampus (grauer
Balken). Ein  Proben-
intervall spéater wurde die
i.p. Injektion (Pfeil) ver-
abreicht.

Die Injektion von Kokain induzierte einen lang anhaltenden Abfall der 5-HIAA-

Konzentration im Nac in allen vier Kokain-Gruppen (Abb. 28). Der Abfall war

bedeutsam fir

die Ringer/Kokain (Fi155=2.41, p<0.05),

die 0.1 nmM 8-OH-

DPAT/Kokain (F11,44=4.76, p<0.001) und die 1 nM 8-OH-DPAT/Kokain Gruppe
(F1155=3.03, p<0.01), jedoch nicht fur die 10 nM 8-OH-DPAT/Kokain Gruppe

(p>0.05). Ein bedeutsamer Unterschied zur Ausgangslage wurde allerdings nur fir
die 0.1 nM 8-OH-DPAT/Kokain Gruppe gefunden (Tukey’'s Tests, P3 vs. P6: p<0.05).

Eine zweifaktorielle ANOVA zeigte deutliche Effekte flr den Faktor Probenintervalle
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(F11.330=1.96, p<0.05) und die Probenintervalle x Behandlung Interaktion
(F77370=1.42, p<0.05). Post hoc Tukey's Tests fur die Interaktion zeigten keinen
bedeutsamen Unterschied in der 5HIAA-Konzentration im Nac zwischen allen drei
Gruppen mit 8-OH-DPAT Applikation in den Hippocampus und Kokain verglichen mit
der Ringer/Kokain Gruppe (p>0.05). Weder die Ringer/Saline noch die lokale
Applikation von 8OH-DPAT in den Hippocampus, gefolgt von einer Saline-Injektion,
hatten einen Effekt auf die 5-HIAA-Konzentration im Nac (p>0.05). Post hoc Tukey’s
Tests fur die Interaktion zeigten ebenfalls keinen bedeutsamen Unterschied in der
5-HIAA-Konzentration im Nac zwischen allen drei Gruppen mit 8-OH-DPAT
Applikation in den Hippocampus und Saline verglichen mit der Ringer/Saline Gruppe
(p>0.05).
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3.4.4 Diskussion

3.4.4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse aus Experiment IV zeigen, dass die selektive Aktivierung lokaler
5-HT1a-Rezeptoren im Hippocampus sowohl die Kokain-induzierte Hyperaktivitat als
auch den Anstieg im Aufrichtverhalten in Abhangigkeit von der verwendeten
Dosierung inhibieren kann. Die Stimulierung hippocampaler 5-HT;a-Rezeptoren hatte
dabei keinen Effekt auf die Verhaltensaktivitat nach einer Saline-Injektion. Parallel
dazu fuhrte die lokale Applikation des 5-HTia-Rezeptor Agonisten in den
Hippocampus zu einer Abschwadchung des Kokain-induzierten Anstieges der 5HT-
Konzentration im Hippocampus. Eine Kokain-Injektion fiihrte im Hippocampus zu
einem leichten Absinken der extrazellularen 5-HIAA-Konzentration, die durch
hippocampale 5-HTia-Rezeptor Aktivierung noch verstarkt wurde. Die Aktivierung
hippocampaler 5HT;a-Rezeptoren hatte in diesem Experiment keinen bedeutsamen
Effekt auf die 5-HIAA-Konzentration im Hippocampus nach einer Saline-Injektion. Die
Kokain-Gabe filhrte ebenfalls zu einem Anstieg der extrazellularen 5-HT-
Konzentration im Nac, der durch die lokale Applikation des 5-HT;a-Rezeptor
Agonisten in den Hippocampus jedoch nicht beeinflusst wurde. Die Aktivierung des
5-HTia-Rezeptors fulhrte ebenfalls nicht zu einem Unterschied im Kokain-induzierten
Abfall der 5-HIAA-Konzentration zwischen den Behandlungsgruppen im Nac. Die
hippocampale 5-HTi1a-Rezeptor Aktivierung hatte zudem keinen Effekt auf die

5-HIAA-Konzentration im Nac nach einer Saline-Injektion.

3.4.4.2 Hippocampaler 5HTia-Rezeptor Agonismus und die Verhaltenseffekte
von Kokain
In Experiment IV konnte gezeigt werden, dass die selektive Aktivierung
hippocampaler 5HTia-Rezeptoren zu einer Abschwachung der akuten Hyperaktivitat
nach Kokain-Gabe fiihrt. Dieses Ergebnis spricht fir eine bedeutende Rolle der
5-HT;a-Rezeptoren im Hippocampus und damit auch fir den Hippocampus und
seinen serotonergen Eingang bei der Mediierung der akuten Verhaltenseffekte von
Kokain. Die effektivste Dosierung fir die Abschwachung der akuten Hyperlokomotion

nach Kokain war 1 nM 8-OH-DPAT, wéhrend die effektivste Dosierung fir die
Inhibierung des Kokain-induzierten Aufrichtverhaltens 0.1 nM 8-OH-DPAT war. Diese

139



Experiment IV

Beobachtung impliziert nicht nur eine Beteiligung der hippocampalen 5-HTia-
Rezeptoren an beiden Verhaltenseffekten von Kokain, sondern auch eine hohere
Sensitivitat des Aufrichtverhaltens gegentber der Lokomotion bei einer Modulation
des serotonergen Systems im Hippocampus. Sowohl die Effekte auf die Kokain-
induzierte Hyperlokomotion und den Anstieg im Aufrichtverhalten als auch die
neurochemischen Effekte waren abhangig von der verwendeten Dosis 8OH-DPAT.
Dabei wurde in allen Parametern eine umgekehrt U-formige Dosis-Wirkungs-
Beziehung beobachtet, die fur die htéchste verwendete 8OH-DPAT Dosierung (10
mM) moglicherweise durch die moderate Affinitdt von 8-OH-DPAT zu 5-HT7-
Rezeptoren im Hippocampus (Mengod et al., 1999; Bonaventure et al., 2002) zu
erklaren ist. Eine zusatzlich leichte Aktivierung von 5-HT;-Rezeptoren im
Hippocampus konnte demnach den Effekten von 8OH-DPAT am 5HTia-Rezeptor
(Hamon, 1999) entgegenwirken, und so die Inhibierung der neurochemischen- und
Verhaltenseffekte von Kokain abschwachen (Branchek & Zgombick, 1999).

Ausgehend von den Ergebnissen aus Experiment Il war eine Modulierung der
akuten Verhaltenseffekte von Kokain durch Aktivierung hippocampaler 5-HTia-
Rezeptoren erwartet worden. Die Beobachtung einer abgeschwéchten
Hyperlokomotion war dennoch Uberraschend, da sie scheinbar im Gegensatz zu den
Ergebnissen aus Experiment Ill und den Beobachtungen von De la Garza &
Cunningham (2000) und Carey et al. (2002) steht, bei denen eine systemische
5-HT1a-Rezeptor Aktivierung mit 8-OH-DPAT, d.h. die Aktivierung aller 5-HTia-
Rezeptoren im ZNS, zu einer Potenzierung der Hyperlokomotion nach Kokain gefiihrt
hat. Die 5-HT1a-Rezeptoren im ZNS kdnnen prinzipiell in zwei Populationen unterteilt
werden: in somatodendritische Autorezeptoren und in postsynaptische Rezeptoren
(Gozlan et al., 1983; Riad et al, 2000), die beide uber unterschiedliche
Koppelungsmechanismen verfigen (Blier et al.,, 1993a, 1993b). Bei einer hoheren
Sensitivitat der somatodendritischen Autorezeptoren gegeniuber pharmakologischer
Stimulation (Sprouse & Aghajanian, 1988) fluhrt systemisch appliziertes 8OH-DPAT
wahrscheinlich zu starkeren physiologischen Effekten am somatodendritischen
Autorezeptor als an postsynaptischen Rezeptoren im Hippocampus (Blier & De
Montigny, 1987). Nach intra-hippocampaler Applikation von 8-OH-DPAT sollten
dagegen nur postsynaptische 5HTia-Rezeptoren im Hippocampus aktiviert werden.
Eine Diffusion des 5HTia-Rezeptor Agonisten vom Hippocampus ins restliche ZNS

scheint als Erklarung fur die beobachteten Effekte unwahrscheinlich, da 1.) die intra-
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hippocampale Applikation von 8-OH-DPAT keinen inhibitorischen Effekt auf die
5-HT-Konzentration im Hippocampus oder Nac hatte, was mehrfach nach
systemischer 8-OH-DPAT Applikation beobachtet wurde (Kreiss & Lucki, 1994;
Casanovas et al., 1997; Experiment Ill) und da 2.) die lokale Applikation von 8OH-
DPAT in den Hippocampus nicht zu einer veranderten 5-HT- oder 5-HIAA-Antwort im
Nac nach Kokain-Gabe fiihrte. Nach systemischer 8-OH-DPAT Applikation wurde
dagegen eine Inhibierung des Kokain-induzierten Anstiegs der 5-HT-Konzentration
im Nac beobachtet (Experiment IlI). Die Diffusion von 8OH-DPAT, die Jolas et al.
(1995) nach lokaler Injektion in den dorsalen Hippocampus beobachtet hatten, kam
im Vergleich zu Experiment IV durch eine deutlich hoéhere Dosierung und eine
weniger schonende Applikationsmethode zustande. Bonvento et al. (1992) konnten
zudem in einer Autoradiographie-Studie zeigen, dass die Effekte lokal applizierten
8-OH-DPAT’s auf eine bestimmte Struktur beschrénkt sein kdnnen.

Aufgrund der Beobachtungen in Experiment Ill und IV, dass namlich systemische
und hippocampale 5-HTia-Rezeptor Aktivierung einander entgegengesetzte Effekte
auf die akute Kokain-induzierte Hyperlokomotion haben konnen, kann vermutet
werden, dass verschiedene 5-HTia-Rezeptor Populationen im ZNS eine
unterschiedliche Rolle bei der Kokain-induzierten Hyperlokomotion spielen. Eine
Hirnareal-spezifische Rolle von anderen 5-HT-Rezeptoren bei Kokain-induzierter
Hyperlokomotion konnte bereits fur den 5-HTig- (Przegalifiski et al., 2002b), den
5-HT2a-, den 5HT,c- (McMahon et al., 2001; Filip & Cunningham, 2002), den 5-HTs-
(Herges & Taylor, 2000) und fur den 5-HTs-Rezeptor (McMahon & Cunningham,
1999) gezeigt werden. Moglicherweise missen die Effekte einer systemischen 5-HT-
Rezeptor-Subtyp Aktivierung oder Blockade generell als summative Effekte
interpretiert werden, die aus einer Vielzahl von Einzeleffekten in verschiedenen
verhaltensrelevanten Hirnstrukturen zusammengesetzt sind, die dem Summeneffekt
zum Teil auch entgegengesetzt sein koénnen. Eine Dissoziation zwischen
systemischen und lokalen Effekten einer 5-HT1a-Rezeptor Aktivierung wurde fir den
Kokain-induzierten Anstieg im Aufrichtverhalten nicht beobachtet. Experiment IV hat
gezeigt, dass die Effekte einer systemischen 5HTia-Rezeptor Aktivierung auf den
Anstieg im Aufrichtverhalten nach Kokain durch lokale 5HTia-Rezeptor Aktivierung
im Hippocampus imitiert werden koénnen. Die summativen Effekte einer 5-HT-
Rezeptor Aktivierung kdnnten demnach auch aus gleichgerichteten Einzeleffekten in

unterschiedlichen Hirnarealen zusammengesetzt sein.
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3.4.4.3 Hippocampaler 5-HT1a-Rezeptor Agonismus und die Effekte von Kokain
im serotonergen System
Entgegen der Erwartungen wurde der Kokain-induzierte Anstieg der 5-HT-
Konzentration im Hippocampus durch die Aktivierung hippocampaler 5-HTia-
Rezeptoren deutlich verringert. Die Dosis 8-OH-DPAT, die den starksten
inhibitorischen Effekt auf die Kokain-induzierte Hyperlokomotion hatte, zeigte auch
die starksten inhibitorischen Effekte sowohl auf den Kokain-induzierten 5-HT-Anstieg
als auch auf den Abfall der 5-HIAA-Konzentration im Hippocampus. Sowohl die
systemische als auch die intra-hippocampale 5-HTia-Rezeptor Aktivierung fihrten
damit zu einem verringerten Anstieg der extrazellularen 5-HT-Konzentration im
Hippocampus. Im Hippocampus sind 5-HTia-Rezeptoren als postsynaptische
Rezeptoren in Prinzipalzellen und in GABAergen Interneuronen bekannt (Gulyas et
al.,, 1999). Bisher gibt es keine Befunde, die auch eine Rolle als Autorezeptoren an
serotonergen Terminalen nahe legen (Géthert & Schlicker, 1999; Riad et al., 2000).
Die hier beobachteten Befunde konnten demnach am wahrscheinlichsten unter der
Annahme eines inhibitorischen Feedback-Mechanismus interpretiert werden, wie ihn
bereits Aghajanian & Wang (1977) und Blier & De Montigny (1987) postuliert haben.
Dieser wirde postsynaptische 5-HTia-Rezeptoren im Hippocampus als Teil einer
Projektion zu den Raphe” Nuclei postulieren. Da keine direkte Projektion vom
Hippocampus zu den Raphe” Nuclei bekannt ist, ware eine solche Feedback-Schleife
Uber eine Projektion vom Hippocampus zur Habenula (Swanson et al., 1987) am
wahrscheinlichsten. Es ist bekannt, dass die Habenula tber direkte Projektionen zu
den Raphe” Nuclei die Aktivitdit der serotonergen Neurone modulieren kann
(Nishikawa & Scatton, 1984; Kalen et al.,, 1985). Die Annahme einer Beteiligung
postsynaptischer 5-HTia-Rezeptoren im Hippocampus an einer spezifischen
Feedback-Schleife vom Hippocampus zu den Raphe” Nuclei wird auch durch den
Verlauf der 5-HIAA-Konzentration im Hippocampus unterstiitzt. Ein potenzierter
Abfall der 5-HIAA-Konzentration im Hippocampus - aber nicht im Nac - nach Kokain-
Gabe durch intra-hippocampale Applikation von 1nM 8-OH-DPAT ist ein Indiz fir
eine weiter verringerte Feuerungsfrequenz der serotonergen Neurone, die den
Hippocampus innervieren (Wolf et al., 1985; Hjorth & Magnusson, 1988; Cumming et
al., 1992), nicht aber der serotonergen Neurone, die den Nac innervieren (McQuade
& Sharp, 1997). Ein Hippocampus-Habenula-Raphe Nuclei Feedback-Mechanismus

wirde demnach lediglich die 5-HT-Konzentration bei der Aktivierung des 5-HT-
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Systems im Hippocampus, nicht aber bei der Aktivierung des 5-HT-Systems im Nac
regulieren.

Obwohl aus Experiment IV eine Beteiligung des Hippocampus an den akuten
Verhaltenseffekten von Kokain hervorgeht, scheint die genaue Rolle des Anstiegs in
der 5-HT-Konzentration im Hippocampus nach Kokain wiederum unklar. Die
Vermutung, die aus Experiment Il abgeleitet wurde, dass der 5-HT-Anstieg im
Hippocampus und im Nac die Hyperlokomotion nach Kokain limitiert, kann so fir den
Hippocampus nicht aufrechterhalten werden. Ansonsten hétte in diesem Experiment,
analog zu Experiment lll, nach Kokain ebenfalls eine potenzierte Hyperlokomotion
bei abgeschwachtem 5-HT-Anstieg im Hippocampus beobachtet werden missen.
Die durch intra-hippocampale 5-HTia-Rezeptor Aktivierung inhibierte 5-HT-Antwort
im Hippocampus nach Kokain schlief3t jedoch eine inhibitorische Rolle des 5HT-
Anstiegs im Nac bei der akuten Kokain-induzierten Hyperlokomotion weiterhin nicht

aus.

3.4.4.4 Hippocampaler 5-HT1a-Rezeptor Agonismus und spontanes Verhalten

Die intra-hippocampale 5-HTia-Rezeptor Aktivierung hatte in diesem Experiment
keinen Einfluss auf die basale Lokomotion und das Aufrichtverhalten. In Experiment
Il wurde nach systemischer Gabe des 5-HTi;a-Rezeptor Agonisten dagegen ein
leichter Anstieg der basalen Lokomotion, nicht jedoch des Aufrichtverhaltens
beobachtet. Daraus geht hervor, dass 5HTia-Rezeptoren im Hippocampus fir die
Generierung von Lokomotion und Aufrichtverhalten wahrscheinlich nur dann eine
Rolle spielen, wenn das 5-HT-System aktiviert ist. In dem Fall sprechen die Befunde
aus Experiment IV fur eine inhibitorische Rolle, die eine induzierte
Verhaltensaktivierung begrenzt. Daraus wuirde, entsprechend der Ergebnisse aus
Experiment Ill, folgen, dass andere nicht-hippocampale 5-HTia-Rezeptoren die
Verhaltensaktivierung bei Aktivierung des serotonergen Systems noch starker
fordern mussen, um in der Summe wiederum den potenzierenden Effekt einer

systemischen 5-HT1a-Rezeptor Aktivierung zu erhalten.
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3.4.45 Hippocampaler 5-HTia-Rezeptor Agonismus und das serotonerge
System
Die intra-hippocampale Applikation des 5-HTia-Rezeptor Agonisten 8-OH-DPAT
hatte in diesem Experiment keinen Einfluss auf die basale 5-HT- und 5-HIAA-
Konzentration im Hippocampus. Der inhibitorische Einfluss, den die 5-HT;a-Rezeptor
Aktivierung auf die 5-HT- und 5-HIAA-Konzentration im Hippocampus haben kann,
scheint damit nur fur einen aktivierten Zustand des 5HT-Systems wirksam zu sein.
Wie erwartet, hatte die hippocampale 5HTi1a-Rezeptor Aktivierung ebenfalls keinen
Einfluss auf die extrazelluldare 5-HT- und 5-HIAA-Konzentration im Nac, was
wiederum die Annahme einer lokal auf den Hippocampus begrenzten Wirkung der

8-OH-DPAT-Applikation fur dieses Experiment bestatigt.
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4 Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

In dieser Arbeit sollte die Rolle des 5-HTia-Rezeptors an den akuten
neurochemischen- und Verhaltenseffekten von Kokain untersucht werden. Zunéchst
konnten im Verhaltensteil die Befunde anderer Autoren (Carey et al.,, 2000, 2001,
2002; De La Garza & Cunningham, 2000) bestatigt werden. Es wurde gefunden,
dass eine systemische Blockade des 5-HTi1a-Rezeptors sowohl die Kokain-induzierte
Hyperlokomotion als auch den Anstieg im Aufrichtverhalten inhibieren kann, ohne
selber Einfluss auf spontane Lokomotion und Aufrichtverhalten auszuiben. Die
Blockade des 5-HTia-Rezeptors allein induzierte jedoch Putzverhalten, dass durch
Kokain-Gabe inhibiert wurde. Komplementar zu den Ergebnissen der 5-HTia-
Rezeptor Blockade potenzierte eine systemische Aktivierung des 5HTia-Rezeptors
Kokain-induzierte Hyperlokomotion, fihrte aber zu einer Abschwéchung des
Anstiegs im Aufrichtverhalten. Weiterfihrend konnte gezeigt werden, dass der
Hippocampus und seine 5-HTi;a-Rezeptoren an den akuten Verhaltenseffekten von
Kokain beteiligt sind. Die lokale Aktivierung hippocampaler 5-HT;a-Rezeptoren
inhibierte sowohl die Hyperlokomotion als auch den Anstieg im Aufrichtverhalten
nach Kokain-Gabe. Beziglich der Hyperlokomotion, aber nicht bezlglich des
Aufrichtverhaltens, war der Effekt einer hippocampalen 5HTia-Rezeptor Aktivierung
dem Effekt einer systemischen Aktivierung entgegengesetzt. Nach einem Vergleich
der Effekte von systemischer und hippocampaler 5HTia-Rezeptor Blockade auf die
Kokain-induzierte Hyperlokomotion liegt die Vermutung nahe, dass verschiedene
5-HT;a-Rezeptor Populationen im ZNS in unterschiedlicher Weise an den akuten
Verhaltenseffekten von Kokain beteiligt sein konnten, was &hnliche Aussagen fir
andere 5-HT-Rezeptoren nun auch fir den 5-HTia-Rezeptor nahe legt. Demnach
kann angenommen werden, dass die Effekte einer systemischen 5-HT-Rezeptor
Aktivierung oder Blockade auf Kokain-induziertes Verhalten eine Summe aus
lokalen, Hirnareal-spezifischen Effekten darstellt, wobei diese lokalen Effekte in ihrer
Richtung dem Gesamteffekt zum Teil auch entgegengesetzt sein konnen.

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit war die Aufklarung méglicher neurochemischer
Mechanismen fur die pharmakologische Manipulation der akuten Verhaltenseffekte
von Kokain. Ausgehend von den bisher bekannten neurochemischen Effekten von
Kokain wurde zunéchst angenommen, dass eine veranderte Verhaltensantwort nach

Kokain die Folge einer veranderten dopaminergen Aktivierung im Nac sein misste
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(Kelly & Iversen, 1976; Delfs et al., 1990; lkemoto, 2002). In dieser Arbeit konnte
aber gezeigt werden, dass das nicht der Fall war. Obwohl eine 5-HTia-Rezeptor
Blockade die akute Kokain-induzierte Hyperaktivitit hemmte, war der Kokain-
induzierte Anstieg der DA-Konzentration im Nac unverandert. Auch der zeitliche
Verlauf der DOPAC-Konzentration, die als Indikator fir die DA-Syntheseaktivitat
angesehen werden kann, war durch die 5-HTia-Rezeptor Blockade nicht verandert.
Daraus folgte, dass die Modulation der Verhaltensantwort nach Kokain nicht durch
einen dopaminergen Mechanismus im Nac zustande gekommen sein musste. Der
nachste Kandidat fir die neurochemische Mediierung der Inhibition akuter Kokain-
induzierter Hyperaktivitat durch 5-HTia-Rezeptor Blockade war notwendigerweise
das serotonerge System (Walsh & Cunningham, 1997). Obwohl Kokain einen
starken Einfluss auf die Aktivitdit des serotonergen Systems hat (Bradberry et al.,
1993; Parsons & Justice, 1993; Chen & Reith, 1994; Essman et al., 1994; Teneud et
al., 1996; Reith et al., 1997; Rutter et al., 1998; Andrews & Lucki, 2001), wurde 5-HT
bisher weniger als DA mit den Verhaltenseffekten von Kokain assoziiert. Fur eine
Untersuchung der serotonergen Aktivitat nach Kokain wurden als Strukturen der
Hippocampus und der Nac ausgewahlt, die beide Teil einer Projektion sind, welche
mit der Generierung spontaner Aktivitdt assoziiert wird (Mogenson & Nielsen, 1983,
1984). In dieser Arbeit konnte zunachst gezeigt werden, dass Kokain parallel zur
Hyperaktivitdt nicht nur zu einem Anstieg der 5HT-Konzentration im Nac, sondern
auch im Hippocampus fihrt. Kokain filhrte gleichzeitig zu einem Absinken der
5-HIAA-Konzentration im Nac, die ein Indikator fur die 5-HT-Syntheseaktivitat ist,
hatte aber keinen Effekt auf die 5-HIAA-Konzentration im Hippocampus.
Entsprechend der Erwartungen fuhrte die pharmakologische Blockade des 5HTia-
Rezeptors zu einem veranderten 5-HT-Anstieg nach Kokain in beiden Hirnstrukturen.
Parallel zur Inhibierung der Kokain-induzierten Hyperlokomotion wurde eine
Potenzierung des 5HT-Anstiegs nach Kokain im Hippocampus und Nac gefunden.
Der Abfall der 5-HIAA-Konzentration im Nac, aber nicht im Hippocampus, war jedoch
tendenziell durch die 5-HTia-Rezeptor-Blockade verringert. Ausgehend von den
bisher bekannten Eigenschaften der 5-HTia-Rezeptoren im ZNS wurde postuliert,
dass die Potenzierung des 5-HT-Anstiegs nach Kokain durch somatodendritische
5-HTia-Autorezeptoren mediiert sein konnte. Aus einem daraufhin entwickelten
Funktionsmodell wurde entsprechend abgeleitet, dass eine Aktivierung des 5HTia-

Rezeptors parallel zu einer Potenzierung der Hyperlokomotion nach Kokain den
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5-HT-Anstieg im Hippocampus und Nac abschwéachen sollte. Im darauf folgenden
Experiment konnte diese Annahme bestatigt werden. Eine pharmakologische
Aktivierung des 5-HTia-Rezeptors flihrte tatsdchlich zu einem abgeschwéchten
5-HT-Anstieg nach Kokain-Gabe im Hippocampus und Nac. Im Nac, aber nicht im
Hippocampus, fihrte sie zudem zu einer tendenziellen Potenzierung des Kokain-
induzierten Abfalls der 5-HIAA-Konzentration. Damit konnte das postulierte
Funktionsmodell fur die 5-HTia-Rezeptor induzierte Modulation der 5-HT-Antwort
nach Kokain zunachst voll bestétigt werden. Nach diesen und anderen Experimenten
(Carey et al., 2000, 2001, 2002; De La Garza & Cunningham, 2000) kann mit einiger
Sicherheit angenommen werden, dass der 5-HTia-Rezeptor sowohl die akuten
Verhaltenseffekte als auch die akuten neurochemischen Effekte im serotonergen
System nach Kokain-Gabe modulieren kann. Ein funktionaler, d.h. nicht blockierter
5-HT1a-Rezeptor ist demnach eine notwendige Voraussetzung fur die Expression der
akuten Verhaltenseffekte von Kokain, limitiert aber gleichzeitig die Kokain-induzierte
Aktivierung des serotonergen Systems. Um das Funktionsmodell und die Beteiligung
des Hippocampus an den Verhaltenseffekten von Kokain weiter zu testen, wurde die
Rolle  hippocampaler 5-HTia-Rezeptoren bei den neurochemischen- und
Verhaltenseffekten von Kokain untersucht. Ausgehend vom Funktionsmodell sollte
eine selektive 5-HT;a-Rezeptor Aktivierung im  Hippocampus zwar die
Verhaltenseffekte von Kokain modulieren, nicht jedoch die Effekte auf das
serotonerge System. Beobachtet wurde jedoch, parallel zur Inhibierung der Kokain-
induzierten  Hyperaktivitdt, ein ebenfalls abgeschwachter 5-HT-Anstieg im
Hippocampus nach Kokain. Kontrollmessungen im Nac zeigten, dass der
neurochemische Effekt sehr wahrscheinlich nicht durch eine Diffusion des lokal n
den Hippocampus verabreichten 5-HTia-Rezeptor Agonisten zustande gekommen
ist. Da 5HT1a-Rezeptoren im Hippocampus keine inhibitorischen Autorezeptoren an
serotonergen Terminalen, sondern postsynaptische Rezeptoren sind, musste das
Funktionsmodell fur die neurochemischen Effekte um einen weiteren Mechanismus
erganzt werden. Die beobachteten neurochemischen Effekte sind demnach am
ehesten unter der Annahme der Involvierung postsynaptischer 5HTi5-Rezeptoren in
einer inhibitorischen Feedback-Schleife vom Hippocampus zur Habenula und von
dort zu den Raphe” Nuclei zu interpretieren (Aghajanian & Wang, 1977; Blier & De
Montigny, 1987). Inwieweit jedoch die abgeschwéachte serotonerge Aktivierung

oder/und die lokale 5HTia-Rezeptor Aktivierung im Hippocampus fir de Inhibition
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der Hyperaktivitdt nach Kokain verantwortlich ist, kann anhand dieses Experiments
nicht genau gesagt werden. Generell legen die hier beschriebenen Experimente aber
eine wichtige Rolle der hippocampalen serotonergen Aktivitat im Allgemeinen und
des hippocampalen 5HTia-Rezeptors im Speziellen bei den Verhaltenseffekten von
Kokain nahe.

Besonders der beobachtete Anstieg der 5HT-Konzentration im Hippocampus nach
Kokain-Gabe durfte auch fur weiterfihrende Studien von Interesse sein. Die
Applikation von Kokain hat eine Reihe von akuten Verhaltenseffekten, zu denen beim
Menschen noch schnell einsetzende Effekte auf das subjektive Empfinden
hinzukommen (Resnick et al., 1977; van Dyke et al., 1976; 1978; Javaid et al., 1978).
Die Effekte auf das subjektiven Empfinden, die meistens Euphorie mit einschlief3en,
sind im Tierexperiment nicht direkt zu beobachten. Akute Euphorie wird beim
Menschen bereits nach einmaliger Einnahme berichtet, kann aber im Tierexperiment
nur indirekt Uber ein langfristig verandertes Verhalten beobachtet werden (z.B. Bardo
et al., 1995; Tzschentke, 1998). Eindeutige Verhaltensveranderungen, wie z.B. die
Selbstapplikation von Kokain oder die konditionierte Platzpréaferenz, sind meistens
nach nur einmaliger Kokain-Applikation noch nicht beobachtbar. Erst die wiederholte
Gabe bzw. Einnahme fuihrt dazu. Ausgehend von der analogen Ausbildung lang
anhaltender Verhaltensveranderungen nach wiederholter Kokain-Applikation beim
Mensch und bei der Ratte kann vermutet werden, dass Kokain auch im Tiermodell zu
akuten euphorischen Effekten fiihrt. Man nimmt zudem an, dass die akuten
euphorischen Effekte von Kokain wesentlich fur die wiederholte Einnahme beim
Menschen und die fur Ausbildung von Kokainsucht sind (Gawin & Ellinwood, 1988;
Gawin, 1991; Altman et al., 1996). Jeder akute neurochemische Effekt von Kokain
stellt damit zugleich einen potentiellen Mechanismus fur die euphorischen Effekte
von Kokain dar. Bereits die Befunde von Sora et al. (2001) haben gezeigt, dass der
SERT und damit indirekt auch 5-HT fur die Verstarkungseffekte von Kokain eine
wesentliche Rolle spielen. Ein Anstieg der 5-HT-Konzentration innerhalb des
Hippocampus konnte damit nicht nur an den akuten euphorischen Effekten von
Kokain beteiligt sein, sondern auch an der Ausbildung lang anhaltender
Verhaltensverdnderungen. Eine direkte Beteiligung des Hippocampus an lang
anhaltenden und zugleich mit Kokainsucht assoziierten Verhaltensverdnderungen
konnten Vorel et al. (2001) zeigen. Den Autoren gelang es durch theta-Stimulierung

des Hippocampus, vorher etabliertes und bereits wieder extingiertes Kokain-
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Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

Suchverhalten auszulésen. Ein Anstieg der 5-HT-Konzentration im Hippocampus
nach einmaliger Kokain-Applikation hat zudem nicht nur akute Effekte auf die
zellulare Aktivitat im Hippocampus (Colino & Halliwell, 1987; Andrade & Nicoll, 1987;
Segal, 1990b) sondern ist moglicherweise auch an zellularer Plastizitat beteiligt, die
unter anderem die Grundlage fur lang anhaltende Verhaltensveranderungen ist
(McGaugh, 2000; Kandel, 2001). Inwieweit Kokain auch zu einem akuten Anstieg der
5-HT-Konzentration in anderen verhatensrelevanten Strukturen, wie z.B. dem Kortex,
fuhrt, ist groBtenteils unbekannt. Angesichts der Wirkungsweise von Kokain im
serotonergen System ist ein akuter Anstieg der serotonergen Aktivitdt in allen
serotonerg innervierten Hirnarealen wahrscheinlich, die funktionale SERT's
exprimieren, d.h. in weiten Teilen des ZNS (Sur et al., 1996).

Die hier durchgefihrten Experimente ko&nnen nur ein erster Schritt bei der
Erforschung der Beteiligung des 5HTia-Rezeptors und der serotonergen Aktivitat in
einzelnen Hirngebieten an den langfristigen Verhaltensverdnderungen von Kokain
sein. Die hier gefundene Beteiligung des 5-HTia-Rezeptors an den akuten
Verhaltenseffekten legt ebenfalls eine solche Beteilligung an den akuten
euphorischen Effekten und damit auch an den Verstarkereffekten von Kokain nahe.
Es konnte bereits gezeigt werden, dass der 5-HT14-Rezeptor Agonist 8-OH-DPAT die
Expression Kokain-induzierter konditionierter Platzpraferenz verstarkt (Ali & Kelly,
1996), wobei allerdings die systemische Aktivierung von 5-HTia-Rezeptoren mit
8-OH-DPAT in niedriger Dosierung (Papp & Willner, 1991) bzw. eine 80OH-DPAT
Applikation in den DRN und MRN selbst eine konditionierte Platzpraferenz induziert
(Fletcher et al., 1993). Eine genauere Untersuchung der Beteiligung des 5-HTia-
Rezeptors an den Verstarkereffekten von Kokain, z.B. mittels selektiver 5-HTia-
Rezeptor Antagonisten oder an einem 5-HT;a-Rezeptor Gen knock out Modell
(Heisler et al.,, 1998; Parks et al., 1998; Ramboz et al., 1998), scheint daher
vielversprechend fur zukinftige Forschungen zu sein. Die Erwartung fur eine 5-HTia-
Rezeptor Blockade bzw. Ausschaltung ware, dass analog zu den entgegengesetzten
Effekten auf die Kokain induzierte Hyperlokomotion auch die Effekte auf z.B. Kokain-
induzierte konditionierte Platzpréaferenz fur 5HTia-Rezepor Blockade und Aktivierung
einander entgegengesetzt sind. Die hier Dberichteten neurochemischen Befunde
kénnten dann ein wichtiges Instrument fir die Suche nach einem Mechanismus sein,
der die akuten euphorischen Effekte und die Langzeitverhaltenseffekte von Kokain

inhibieren kdnnte.
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Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

Das Verstandnis der neurochemischen Prozesse, die der Verstarkerwirkung von
Kokain zugrunde liegen und die Entwicklung von pharmakologischen Therapien
gegen die Kokainsucht, stellen nach wie vor zwei der wichtigsten Ziele in der
Erforschung von Kokain dar (Altman et al.,, 1996). Ein interessanter Befund aus
diesen Experimenten ist die Beobachtung, dass 5-HTia-Rezeptor Aktivierung Kokain-
induziertes Verhalten in einander entgegengesetzte Richtungen modulieren kann,
abhéngig davon, ob sie systemisch oder lokal in einer Hirnstruktur stattfindet. Daraus
folgt, dass verschiedene 5-HTia-Rezeptor Populationen im ZNS unterschiedlich, ja
sogar in entgegengesetzter Weise, an den Verhaltenseffekten von Kokain beteiligt
sein mussen. Eine mogliche Strategie fur die Erforschung potentieller Pharmaka
gegen Kokainmissbrauch kdnnte daher sein, Rezeptor Agonisten oder Antagonisten
zu entwickeln, die spezifisch nur an bestimmte 5-HT;4-Rezeptor Populationen binden
(z.B. nur an postsynaptische 5-HTia-Rezeptoren). Damit kénnten dann diejenigen
Rezeptor Populationen ,angesprochen” werden, die zur Inhibition eines bestimmten
nicht erwtinschten Verhaltenseffektes von Kokain fuhren, nicht jedoch solche, die
unerwinschte Konsequenzen haben. Voraussetzung dafir ware aber die genaue
Kenntnis der Verhaltenseffekte eines bestimmten Rezeptors in allen Hirngebieten, in
denen er exprimiert wird. FUr den 5-HT15-Rezeptor wiirde das bedeuten, dass seine
Beteiligung an den akuten Verhaltenseffekten von Kokain hinreichend bekannt ist fur
eine Aktivierung/Inhibierung aller 5-HT;a-Rezeptoren (systemische Aktivierung) und
fur eine selektive Beeinflussung der Rezeptor-Populationen im DRN, MRN (Herges &
Taylor, 1999b) und Hippocampus (Experiment 1V). Die Beteiligung anderer 5HT1a-
Rezeptoren an den akuten Verhaltenseffekten von Kokain, z.B. jene in der Amygdala
oder im Nac (Verge et al.,, 1986; Palacios et al., 1990; Pompeiano et al., 1992),
musste in zukinftigen Experimenten untersucht werden.

Fur verschiedene andere 5-HT-Rezeptoren wurden ebenfalls divergierende Effekte
bei systemischer und lokaler pharmakologischer Manipulation gefunden (McMahon &
Cunningham, 1999; Herges & Taylor, 2000; McMahon et al.,, 2001; Filip &
Cunningham, 2002; Przegalifiski et al., 2002b), wobei bisher generell nur wenige
lokale Effekte im Zusammenhang von 5-HT und Kokain untersucht wurden. Eine
mogliche Pharmakotherapie gegen Kokainsucht mittels hoch selektiver 5-HT-
Rezeptor Liganden fir Hirngebiets-spezifische Rezeptor-Populationen  ware

prinzipiell fur alle 5-HT-Rezeptor Familien denkbar.
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6 Anhang

6.1 Reinigung und Inbetriebnahme der HPLC-Anlage

Vor dem Einbau der einzelnen Bestandteile der HPLC-Trennstrecke, d.h. von
Trennsaule und EC-Zelle, missen die metallischen Verbindungsschlauche und das
Injektionsventil der HPLC-Anlage chemisch gereinigt werden. Eine chemische
Reinigung kann auch wahrend der Messungen notwendig werden. Nach der
Aul3erbetriebnahme der HPLC-Anlage am Ende einer Versuchsreihe wird ebenfalls

die beschriebene Reinigungsprozedur durchgefihrt.

Tab. 1. Fur die Reinigungsprozedur benotigte Losungen.

300ml dest. H,O (gefiltert)

300ml HNO3-Ldsung (100 ml HNO3, 65%ig, in 200 ml dest. H,0)

300ml Acetonitril-Losung (30 ml Acetonitril in 270 ml dest. RO,
gefiltert)

Vor Beginn der Reinigung muss sichergestellt werden, dass die EC-Zelle und die
HPLC-Trennséule aus der HPLC-Anlage ausgebaut sind. Die Reinigungsprozedur
konnte diesen hoch empfindlichen Bauteilen schaden. Um die in den Leitungen
verbliebene mobile Phase zu entfernen, wird die Anlage bei einer
Fliegeschwindigkeit der Pumpe von 5 ml/min etwa 10 Minuten mit dest. H.O
ausgewaschen. Dann wird die Anlage mit 50 ml HNOs-L6ésung durchgespult, wobei
das Injektionsventil des Autoinjektors bzw. das Handinjektions-Ventil get6ffnet und
geschlossen wird. Nach HNO3 wird erneut mit etwa 50-100 ml dest. HO so lange
gewaschen, bis die austretende Hussigkeit einen ph>3 aufweist. Zum Schluss wird
mit 100 ml AcetonitrirLosung gespult. Bei der AulRerbetriebnahme der HPLC
verbleibt Acetonitril in den Verbindungsschlauchen der HPLC.
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6.2 Nissl-Farbung mit gepuffertem Kresylviolett

Tab. 2. Chemikalienliste und Herstellung verschiedener Loésungen fir eine Nissl-
Farbung mit gepuffertem Kresylviolett (ph=3.5).

Chemikalien: Kresylviolett (Merck, Deutschland)
Natriumacetat
Essigsaure 99%ig
Ethylalkohol
Xylol
DePeX

Ansetzen der Losungen:

Stammlésung: 1000 ml dest. H,O
(Farblésung) 3.1mi Essigsaure (99%ig)

0.235¢g Natriumacetat

10g Kresylviolett
Pufferldsung: 1000 ml dest. H,O

3.1ml Essigsaure (99%ig)

0.235¢ Natriumacetat
Gebrauchslésungen: 250 mi Stammlésung

750 mi Pufferlésung

Stamm- und Pufferldsung wurden unter stetigem RuUhren im Erimeyerkolben
hergestellt und koénnen in einer Vorratsflasche bei Raumtemperatur gelagert werden.

Die Farblésung ist vor Verwendung bzw. Lagerung zu filtrieren.
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Tab. 3. Verweilzeiten fir den Farbevorgang bei einer Nissl-Farbung mit Kresylviolett.

10 min 95%iger Alkohol
2 min 80%iger Alkohol
2 min 70%iger Alkohol
2 min dest. H,O

10 min Kresylviolett (Gebrauchslosung)
30 sek dest. H,O

1 min 70%iger Alkohol
1 min 80%iger Alkohol
2 min 95%iger Alkohol
2 min 100%iger Alkohol
5 min Xylol

Die Objekttrager verbleiben bis zum Abdecken mittels DeTeX und Deckglasern in

Xylol.

6.3 Gelatinisieren der Objekttrager

Tab. 4. Chemikalien fur die Gelatinisierung von Objekttragern.

Chemikalien: 1lg Gelatine (Merck)
0.5 g Chromalaun (Chrom(lll)Kaliumsulfat Dodecahydrat)

Unter Rihren und Erwadrmung wird 1 g Gelatine in 200 ml dest. H,O gel6st. Danach
l&sst man es auf Raumtemperatur abkihlen. Ebenfalls unter Rihren werden 0.5 g
Chromalaun in 100 ml dest. HO gelést. Wenn die Gelatine abgekuhlt ist, werden
beide Losungen gemischt. Die Objekttrager werden kurz in die Losung eingetaucht

und dann bei 60°C im Ofen getrocknet.

193



Anhang

6.4 Perfusionsflissigkeiten flr die transcardiale Perfusion

Tab. 5. Chemikalien fur die Herstellung der 4%igen phosphatgepufferten Formalin-
Lésung mit 10% Sucrose.

Chemikalien: 9¢g NacCl
49 Na;HPO4
100 g Sucrose
100 ml Formalin (37%ig)

Die Chemikalien werden unter Rihren in dest. H,O geldst und auf 1 Liter aufgefuillt.
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